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Resumo 
 
O género Allium encontra-se distribuído por todo o mundo e é de grande importância económica. 
O alho (Allium sativum L.) é a segunda espécie mais importante deste género tanto pelo seu uso 
na dieta humana, como pelas suas propriedades terapêuticas. Um dos principais problemas que 
afectam a produtividades desta cultura e a qualidade do bolbo são as doenças virais sistémicas. 
Associações de vírus pertencentes aos géneros Potyvirus – Onion yellow dwarf virus e Leek 
yellow stripe virus - e Carlavirus – Garlic common latent virus e Shallot latent virus  – são 
responsáveis pela doença designada por mosaico do alho. Devido a esta associação, a 
identificação individual de cada espécie de vírus presente na planta torna-se difícil. Outro vírus 
que afecta a cultura de A. sativum é o Tomato spotted wilt virus (TSWV). Este vírus pertence ao 
género Tospovírus e foi identificado pela primeira vez numa cultura do tomate na década de 
1920. Com o objectivo de estabelecer uma metodologia de cultura in vitro a partir de material 
clonal de populações de A. sativum que proporcionasse uma elevada multiplicação de plantas 
isentas de infecções virais, testaram-se duas técnicas de cultura de tecidos - a cultura de 
meristemas e a cultura de discos basais - associadas a dois tratamentos antivirais - a 
termoterapia e/ou a quimioterapia. O material propagativo para o estabelecimento da cultura in 
vitro de A. sativum foi sujeito a temperaturas de 37 ou 45 °C e à presença ou ausência da 
ribavirina. O efeito dos tratamentos foi avaliado no desenvolvimento das plantas regeneradas e 
através de bioensaio usando extractos isolados destas plantas em espécies indicadoras 
específicas para as principais estirpes virais de A. sativum – alho-porro (Allium porrum L.) e 
alface (Lactuca sativa L.). A termoterapia e/ou a quimioterapia associada à cultura de tecidos, 
na generalidade, demonstraram ter influência sobre o número de plantas regeneradas e sobre o 
desenvolvimento das plantas em cultura in vitro, dependendo do genótipo da cultivar, entre 
outros factores. O diagnóstico das folhas recolhidas das plantas obtidas pela cultura in vitro foi 
realizado por microscopia electrónica de transmissão, sendo que, devido à morfologia 
isométrica, as partículas virais da espécie TSWV, quando presentes, foram as de mais fácil 
detecção.  
Palavras-chave: Allium sativum, Potyvirus, Carlavírus, Tospovirus, cultura de tecidos, 
quimioterapia, termoterapia, bioensaio, microscopia electrónica de transmissão.  
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Abstract 
 
Widely distributed, the genus Allium has always had a great economic significance. This genus 
contains hundreds of distinct species but garlic (Allium sativum L.) is the second most 
important due to its therapeutic properties and its use in the human diet. Several factors 
adversely affect the productivity of A. sativum and the quality of its bulbs, but the main problems 
are consequence of viral systemic diseases. A virus complex consisting of two Potyviruses, Onion 
yellow dwarf virus and Leek yellow stripe virus, and two Carlaviruses, Garlic common latent 
virus and Shallot latent virus , is responsible for the disease designated as mosaic disease of 
garlic. This viral complex makes it difficult to separate and determine single virus species in the 
plant. Another virus infecting Allium crop is the Tomato spotted wilt virus (TSWV). This Tospovirus 
was first detected in tomato in the 1920s. Two different techniques of tissues culture have been 
used with the single purpose of establishing an in vitro culture from clonal material of A. sativum 
populations with high multiplication rates of regenerated healthy material - the meristem culture 
and the stem disc culture – both associated to thermotherapy and chemotherapy. The 
propagation material for the establishment of the in vitro culture of the A. sativum was subject to 
temperatures of 37 ºC or 45 ºC and to the presence or absence of ribavirin. The effects of the 
treatment were evaluated through the analysis of the development of the regenerated plants and 
by a bioassay using isolated extracts of these plants in indicator species for the A. sativum most 
common virus species – leek (Allium porrum L.) and lettuce (Lactuca sativa L.). Thermotherapy 
and/or chemotherapy associated to the tissue culture have demonstrated to have an influence in 
the number of regenerated plants and in the development of the plants cultivated in vitro, 
depending on cultivar genotype among other facts. The leaves collected from the plants grown in 
vitro were diagnosed using a transmission electron microscope bearing in mind that due to the 
isometric morphology, the TSWV viral particles were easier to detect. 
 
 
Keywords: Allium sativum, Potyvirus, Carlavirus, Tospovirus, tissues culture, thermotherapy, 
chemotherapy, bioassay, transmission electron microscopy. 
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Introdução 
 
1 - Género Allium 
 
1.1 - Importância económica 
 
Allium é um grande género de monocotiledóneas petalóides representado por cerca de 750 
espécies. Este género é importante porque inclui várias culturas relevantes do ponto de vista 
alimentar e económico, como a cebola (Allium cepa L.), o alho (Allium sativum L.), a cebolinha 
(Allium fistolosum L.) e o alho-porro (Allium porrum L.), como também espécies ornamentais 
(Yousaf et al., 2004; Stavělíková, 2008). Contudo, e em contraste, algumas espécies do género 
Allium são ervas nocivas para áreas cultivadas. As espécies do género Allium cultivadas 
mundialmente estão referenciadas na tabela I que se encontra em anexo (Fritsch e Friesen, 
2002; Friesen et al., 2006).   
 
1.2 - Domesticação 
 
Geralmente, todas as partes da planta do género Allium podem ser consumidas, motivando a 
exploração das espécies selvagens por habitantes locais. No passado, a colheita excessiva 
provocou um declínio acentuado das fontes selvagens e, na actualidade, esses recursos naturais 
são muitas vezes geridos de forma inadequada. Pensa-se que o processo de domesticação do 
género possa ter sido iniciado com o uso racional de plantas selvagens, bem como com a 
transferência destas para vasos de jardim. Diferentes variedades podem ter surgido a partir de 
diversas espécies cultivadas com a selecção humana e natural. A domesticação não altera o 
estado de ploidia da cebola, alho-porro, alho e outras espécies diplóides, e a introgressão entre 
espécies raramente desempenha um papel durante o processo de selecção (Fritsch e Friesen, 
2002).  
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1.3 - Distribuição geográfica 
 
O género Allium está distribuído na região holárctica, desde os subtrópicos secos até à zona 
boreal. Algumas espécies podem ocorrer na região subárctica, como Allium schoenoprasum L., e 
outras espécies distribuem-se pelas montanhas e planaltos localizados entre os subtrópicos e os 
trópicos. Allium dregeanum Kth. é a única espécie a localizar-se no hemisfério sul, na África do 
Sul (de Sarker, et al., 1997) (Fig. 1).  
A região de maior diversidade estende-se desde a bacia do Mediterrâneo até à Asia Central e 
Paquistão. A América do Norte Ocidental é o segundo centro de diversidade das espécies 
pertencentes ao género Allium (Fritsch e Friesen, 2002) (Fig. 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.4 - Taxonomia 
 
A posição taxonómica de Allium tem sido um assunto de controvérsia. Nas primeiras 
classificações taxonómicas, este género pertencia à família Liliaceae. Posteriormente, e com 
base na estrutura das inflorescências, era frequentemente incluído na família Amaryllidaceae. 
Recentemente, dados moleculares conduziram a uma divisão num grande número de famílias 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Distribuição das espécies selvagens do género Allium: linha continua- menos de 50 espécies; linha 
tracejada- entre 50 a 149 espécies; linha duplo tracejado- entre 150 a 210 espécies (adaptado de Fritsch e Friesen, 
2002). 
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monofiléticas. Actualmente, Allium é reconhecido como uma família distinta, a Alliaceae (Fritsch 
e Friesen, 2002). Assim sendo, foi adoptada a seguinte hierarquia: 
1. Classe – Liliopsida 
2. Subclasse – Liliidae 
3. Superordem – Liliianae 
4. Ordem – Amaryllidales 
5. Família – Alliaceae 
6. Subfamilia – Allioideae 
7. Tribo – Allieae 
8. Género – Allium (Stavělíková, 2008). 
 
1.5 - Evolução 
 
A evolução de Allium tem sido acompanhada pela diversificação ecológica. A maioria das 
espécies cresce em locais abertos, ensolarados, muito secos e em climas áridos e 
moderadamente húmidos. Contudo, as espécies do género Allium adaptaram-se a muitos outros 
nichos ecológicos. Diferentes tipos de florestas, pastagens subalpinas da Europa, subalpinos 
húmidos, pastagens alpinas dos Himalaias e montanhas altas da Ásia Central contêm algumas 
espécies do género Allium. Mesmo ambientes salinos e alcalinos são tolerados por alguns taxa. 
As espécies de A. sativum destes diversos habitats apresentam paralelamente diversidade no 
ritmo de crescimento (fenologia) (Fritsch e Friesen, 2002), assim como na época de floração – 
primavera, verão e outono. Também existem plantas com um ou mais ciclos anuais para a 
formação da folha, ou mesmo com um contínuo desenvolvimento foliar. As espécies deste 
género também podem apresentar dormência tanto no verão como no inverno (Fritsch e Friesen, 
2002). 
As condições adequadas para a germinação das sementes também variam entre espécies. A 
dormência da semente é o outro factor variável entre espécies selvagens. Para muitas espécies, 
a germinação parece ser limitada a alguns anos. Para aumentar o período de viabilidade da 
semente, esta tem de ser armazenada sob condições frias e muito secas (Fritsch e Friesen, 
2002). 
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2 - Espécie Allium sativum L. 
 
2.1 - Aspectos morfológicos  
 
Com a figura 2 pretende-se ilustrar alguns aspectos morfológicos de A. sativum, conhecido 
vulgarmente por alho, informação esta relevante para melhor perceber as metodologias de 
micropropagação desta espécie. O bolbo de A. sativum é formado por um conjunto de gemas 
axilares em relação às folhas jovens que se formam na parte central da planta. São estas gemas 
que irão constituir os dentes do alho. Um bolbo contém um número variável de dentes, 
normalmente entre 8 a 25. Um dente de alho é formado por duas folhas: uma delas forma uma 
bainha membranácea protectora e outra torna-se carnuda pela acumulação de reservas e serve 
de protecção ao gomo vegetativo. As bainhas das folhas externas formam as túnicas que 
revestem o bolbo.  
O hábito de vegetação da planta é erecto, com altura inferior a 1 metro. A maioria dos clones 
não floresce em condições normais de cultura; os que florescem originam bolbilhos na 
inflorescência. O sistema radicular de A. sativum é fasciculado, pouco ramificado e superficial. 
As plantas apresentam um caule em forma de disco cónico onde se inserem as folhas 
constituídas por um limbo plano, de nervação paralelinérvea, e pela bainha. Ao contrário da 
cebola e do alho francês, as bainhas das folhas do alho não acumulam substâncias de reserva 
(Almeida, 2006). 
 
 
Figura 2: Morfologia de uma planta de alho (A. sativum) (adaptado de 
Department of agriculture, forestry and fisheries, 2010). 
Parte aérea Parte subterrânea 
Folha 
Bolbo 
Dente 
de alho Bainha 
Raiz 
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2.2 - Origem e história da espécie 
 
A. sativum tem como centro de origem as regiões montanhosas da Ásia Central, onde cresce 
espontaneamente o Allium longicuspis, considerado o antepassado silvestre do alho cultivado. 
Foi cultivado na Ásia (Índia, Mesopotâmia) e no Egipto há mais de 3000 anos. No Antigo Egipto 
era consumido pelas classes populares, mas era considerado pela aristocracia um alimento 
grosseiro e impuro. À semelhança de A. cepa, foi um importante alimento na dieta dos 
construtores das pirâmides de Gizé. Esta espécie manteve-se como alimento, condimento e 
produto medicinal popular na região mediterrânea e na Ásia (Almeida, 2006). 
Tradicionalmente associado à culinária da região mediterrânea e asiática, a sua utilização tem 
vindo a aumentar nos países desenvolvidos, acompanhando a expansão da dieta mediterrânea e, 
também, devido à divulgação dos seus efeitos benéficos para a saúde. No entanto, o seu odor 
intenso e persistente confere-lhe uma reputação negativa. Esta dupla reputação do alho parece 
acompanhá-lo desde os tempos dos construtores de pirâmides egípcias (Almeida, 2006).  
 
2.3 - Propagação da cultura 
 
A. sativum é uma cultura de fácil cultivo que requer um período de frio para iniciar o crescimento 
(Allen, 2009). Esta cultura requer pouca manutenção durante o seu longo período de 
crescimento. A área de cultivo é ampla, pois existem cultivares adaptadas a diferentes regiões. 
Como a maioria das variedades não produzem sementes férteis, A. sativum é propagado através 
dos dentes (The Herb Society of America, 2006) em qua cada dente é um clone da planta-mãe 
(Allen, 2009). 
 
2.4 - Utilizações 
 
Os dentes de alho são consumidos como tempero sendo também utilizados pelas suas 
propriedades medicinais. O alho comercializa-se fresco ou desidratado e consome-se 
normalmente cozinhado (Almeida, 2006). As principais formulações de alho já estudadas são na 
forma de extracto aquoso, suco, cru e desidratado, sendo que a forma de preparação da 
formulação interfere em suas propriedades farmacológicas (Santos et al., 2011). As formulações 
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terapêuticas encontram-se geralmente sob a fórmula de cápsulas ou comprimidos feitos a partir 
de alho liofilizado ou de extractos (Almeida, 2006). 
 
2.5 - Compostos activos 
 
A. sativum contém 33 compostos de enxofre, várias enzimas, 17 aminoácidos e minerais, tal 
como o selénio. A. sativum é a espécie da família Alliaceae que possui maior concentração de 
compostos de enxofre (Londhe et al., 2011). O bolbo de A. sativum intacto contém um 
aminoácido inodoro, a aliina, que é convertida pela enzima aliinase, presente nos vacúolos, em 
alicina (Fig. 3). Essa conversão ocorre quando A. sativum é esmagado ou triturado. A alicina é o 
elemento responsável pelo odor característico, e ao se decompor, formam numerosos 
compostos sulfurados e alguns deles conferem a A. sativum as suas propriedades funcionais 
(Prati, 2012).  
 
 
 
 
 
 
 
 
2.6 - Actividades farmacológicas  
 
A alicina, isolada pela primeira vez em 1940, tem efeitos antimicrobianos contra diversos vírus, 
fungos, bactérias e parasitas (Londhe et al., 2011). Pela crescente utilização de A. sativum na 
dieta humana em países desenvolvidos, os seus benefícios para a saúde têm sido amplamente 
estudados e divulgados (Pendbhaje et al., 2011). Devido à grande quantidade de compostos 
organossulfurados presentes na sua constituição, esta espécie apresenta várias actividades 
biológicas (Tabela I) (Gómez e Sánchez-Muniz, 2000).  
 
Figura 3: Conversão da aliina em alicina num dente de alho (adaptado de Londhe et al., 
2011). 
Aliina 
Aliinase 
Alicina 
Piruvato 
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Princípios activos Actividade biológica 
Aliina Hipotensora, hipoglicemiante 
Ajoeno Previne a formação de coágulos 
Alicina e tiosulfato Antibiótica, antifúngica e antiviral 
Alil-mercaptnao Hipocolesterolémica, antidiabética e hipotensora 
Dialil-dissulfido Hipocolesterolémica e anticancerígena 
S-acil-cisteína Hipocolesterolémica, anticancerígena e acção antioxidante 
Compostos gama-glutâmicos Hipocolesterolémica, anticancerígena e acção antioxidante 
 
3 - Principais doenças que infectam a cultura do A. sativum 
 
Na bibliografia são referidas diversas pragas e doenças que atacam A. sativum, mas a sua 
incidência e a importância dos estragos depende muito do sistema de cultura considerado. 
Destacam-se como principais inimigos desta cultura os nemátodes da espécie Ditylenchus 
dipsaci e os fungos das espécies Puccinia alli, Perenospora destructor e Sclerotium cepivorum 
responsáveis pelas doenças conhecidas por ferrugem, míldio e podridão branca, 
respectivamente. A principal bacteriose do A. sativum é uma doença designada como «doença 
do café com leite», provocada por Pseudomonas fluorescens (Almeida, 2006).  
O facto de a cultura de A. sativum ser instalada por via vegetativa minimiza os problemas 
sanitários cujo inóculo está associado à semente de Aliáceas. No entanto, as viroses e o inóculo 
de fungos presente nos propágulos infectados favorecem a disseminação de outras doenças 
(Almeida, 2006). 
As doenças virais em A. sativum são comuns em todo o mundo. Como esta espécie é propagada 
vegetativamente, estas doenças são responsáveis por perdas significativas na produção e pela 
diminuição da sua qualidade alimentar. Apesar da investigação nesta área, as causas para as 
doenças virais em A. sativum ainda não são bem conhecidas (Sumi et al., 2001). 
A. sativum é geralmente infectado por vários vírus formando um complexo viral. Este complexo 
compreende mais de oito espécies pertencentes aos géneros Potyvirus e Carlavirus e a um outro 
género, Alexivirus, produzindo a doença designada por mosaico do alho (Pérez-Moreno et al., 
2008). Esta doença esta associada ao aparecimento de riscas amarelas, sendo que são mais 
Tabela I: Compostos organossulfurados presentes em A. sativum e as suas possíveis actividades biológicas 
(adaptado de: Gómez e Sánchez-Muniz, 2000). 
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pronunciadas nas folhas mais jovens (Fig. 4) e a uma redução no tamanho da planta e dos 
bolbos. Devido à associação dos vírus e às características similares apresentados por eles é 
difícil identificá-los individualmente. Por outro lado a manifestação de sintomas idênticos 
apresentados nas plantas hospedeiras (Fajardo, 2001) também dificulta a correspondência dos 
sintomas a determinadas espécies virais. Outro género que conduz a doenças na cultura de A. 
sativum é o Tospovirus. 
 
 
3.1 - Género Potyvirus 
 
A família Potyviridae constitui o maior e mais importante grupo de vírus que infectam plantas do 
ponto de vista económico, sendo que aproximadamente 20% dos vírus de plantas já 
caracterizados pertencem a esta família (André, 2010). O género Potyvirus é o mais importante 
desta família e compreende espécies como Onion Yellow Dwarf Virus, OYDV, (Fig. 5) e Leek 
Yellow Stripe Virus, LYSV, sendo estas espécies os patogenes virais mais comuns em culturas do 
género Allium (André, 2010). 
Tanto OYDV como LYSV são os responsáveis pelas maiores lesões a nível foliar e, portanto, os 
que mais afectam o rendimento e a qualidade dos bolbos. Devido às infecções virais, a produção 
pode diminuir entre 25 a 50% dependendo da cultivar. Estudos de comparação de rendimentos 
entre A. sativum isento de vírus e material de propagação infectado com partículas virais 
concluem que a infecção simultânea dos dois vírus causa reduções significativas no peso e no 
desenvolvimento do bolbo, estimando uma perda de rendimento de aproximadamente 50%. As 
plantas de A. sativum infectadas com os vírus podem reduzir em mais de 45% o número de 
dentes por bolbo, em comparação com o número produzido por plantas saudáveis. Quando as 
Figura 4: Plantas de alho colhidas no campo com sintomas de mosaico (Mituti, 2009). 
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Tabela II: Morfologia das espécies LYSV e OYDV, sintomas causados nas plantas infectas e modo de transmissão 
(adaptado de: André, 2010; de Oliveira, 2013). 
Figura 5: Partícula viral OYDV de uma preparação contrastada com anti-soro 
específico para LYSV. (Ampliação: X 40 000, Escala: 0,5 µM) (Koch e 
Salomon, 1994) 
plantas desta espécie são infectadas pelo vírus LYSV, o vírus impede uma boa emergência de 
plantas, reduz a altura e o número de folhas por planta, o qual se traduz numa redução do 
rendimento (Pérez-Moreno et al., 2008). Na tabela II abordam-se alguns aspectos como a 
morfologia e o modo de transmissão de cada uma das espécies aqui referenciadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Género Vírus Morfologia Sintomas Transmissão 
P
ot
yv
ir
us
 L
Y
S
V
 
Partículas 
filamentosas e 
flexuosas; 820 nm 
de comprimento; 11 
a 13 nm de largura. 
Aparecimento de manchas amarelas na 
folha; raramente as plantas se tornam 
completamente cloróticas e um pouco 
flácidas; ficam sensíveis às geadas, 
podendo conduzir à morte da planta; 
podem agravar-se quando a planta se 
encontra co-infectada com Shallot Latent 
V irus e Garlic Common Latent Virus. 
Pulgões de maneira 
não persistente e por 
inoculação mecânica. 
O
Y
D
V
 
Partículas 
filamentosas e 
flexuosas; 775 nm 
de comprimento; 11 
a 13 nm de largura. 
Aparecimento de suaves ou fortes 
manchas cloróticas; redução no 
crescimento e no tamanho do bolbo; em 
combinação com outros vírus, os 
sintomas podem ser agravados. 
Pulgões de maneira 
não persistente, 
inoculação mecânica e 
por propagação 
vegetativa. 
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Figura 6: Fotomicrografia electrónica da 
partícula viral SLV (Escala: 1000 nm) 
(Bos et al., 1978).  
3.2 - Género Carlavirus 
 
O género Carlavirus pertence à família Betaflexiviridade. A nível mundial foram detectadas duas 
espécies de Carlavirus que infectam A. sativum: Garlic Common Latent Virus, GCLV, e o Shallot 
Latent vírus, SLV (Fig. 6) (Fajardo et al., 2001; André, 2010).  
A mais comum é GCLV, descrita pela primeira vez em França como vírus latente do alho, GLV 
(do inglês, Garlic Latent Virus). Mais tarde, foi proposto denominar-se de GCLV para evitar 
confusões com o vírus latente do alho japonês. SLV é outra espécie pertencente a este género 
(Mavric e Ravnikar, 2005). Estas espécies já infectaram A. sativum em vários países, mas, até 
agora, o efeito sobre a produtividade das culturas ainda não foi determinado (Perotto et al., 
2010). É notório a informação limitada sobre este género na literatura, e como consequência, a 
identificação e classificação das espécies pertencentes ao género Carlavirus permanece incerta 
(Fajardo et al., 2001). Apesar de apresentarem uma distribuição cosmopolita, os Carlavirus que 
infectam a cultura de A. sativum não são endémicos. Isoladamente, estes vírus são considerados 
de pouca importância económica (André, 2010). Na tabela III estão referenciados alguns 
aspectos das espécies pertencentes a este género. 
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Tabela III: Morfologia das espécies SLV e GCLV, sintomas causados nas plantas infectas e modo de transmissão 
(adaptado de: André, 2010; de Oliveira, 2013). 
 
 
3.3 - Género Tospovirus  
 
Tospovirus transmitidos por tripes - insectos com 0,5 a 5,0 nm de comprimento com formas 
aladas ou ápteras - são um importante grupo de vírus que afectam pelo menos 1090 espécies 
de plantas hospedeiras pertencentes a 15 famílias de monocotiledóneas e a 69 de 
dicotiledóneas por todo o mundo. Até agora, 20 espécies de Tospovirus foram identificadas 
mundialmente, juntamente com 14 espécies de tripes da família Thripidae que funcionam como 
vectores (Riley et al., 2011). A causa para maior parte das doenças causadas por este vírus 
deve-se à presença da espécie Frankliniella occidentalis, conhecida como tripe da flor ocidental 
(Hill e Moran, 1996). 
O vírus responsável pela doença Tomato spotted wilt disease, TSWV (Fig. 7), foi encontrado pela 
primeira vez em 1915 no estado de Victoria, e durante a década de 1920 foi considerado a 
doença mais grave em culturas de tomate. Desde aí, essa doença ocorreu em outras culturas, 
tal como em pimentão, batata e alho (Cooperative research centre for tropical plant protection, 
2007). A Tabela IV refere alguns aspectos desta espécie. 
Género Vírus Morfologia Sintomas Transmissão 
C
ar
la
vi
ru
s 
S
LV
 
Partículas filamentosas e 
ligeiramente flexuosas; 
650 nm de 
comprimento; 12 a 13 
nm de largura. 
Os sintomas 
causados por 
Potyvirus podem ser 
agravados na 
presença deste vírus. 
Transmissão mecânica e 
transmissão por pulgões de 
maneira não persistente. Este 
último tipo de transmissão é menos 
eficiente que em Potyvirus. Sob 
condições naturais, SLV é 
disseminado por propagação 
vegetativa. 
G
C
LV
 
Partículas filamentosas e 
ligeiramente flexuosas; 
650 nm de 
comprimento; 12 a 13 
nm de largura. 
Ausentes ou de fraca 
intensidade. Os 
sintomas causados 
por Potyvirus podem 
ser agravados quando 
na presença deste 
vírus. 
Inoculação mecânica e transmissão 
por pulgões. Em Allium, a 
propagação vegetativa é 
responsável pela transmissão. 
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Tabela IV: Morfologia da espécie TSWV, sintomas causados nas plantas infectas e modo de transmissão (adaptado 
de: André, 2010; de Oliveira, 2013). 
Figura 7: Partículas aproximadamente 
isométricas de TSWV detectadas por 
microscopia electrónica de 
imunoadsorção (Escala: 200 nm) 
(Morales et al., 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Género Vírus Morfologia Sintomas Transmissão 
T
os
po
vi
ru
s 
T
S
W
V
 Partículas 
esféricas; 70-110 
nm de diâmetro. 
Os sintomas dependem da idade e 
variedade da planta, das condições 
meteorológicas e do estado nutricional da 
planta. Quando infectadas por este vírus as 
plantas apresentam anéis, linhas ou 
manchas cloróticas nas folhas; as folhas são 
frequentemente distorcidas por pontos ou 
anéis negros. 
Transmitidos planta a 
planta por tripes de 
forma muito 
específica. 
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4 - Infecção viral, sintomas e efeitos 
 
4.1 - Desenvolvimento de sintomas 
 
Os vírus são inoculados na célula hospedeira, na sua maioria, por intermédio de um vector de 
transmissão. Após a sua penetração, o vírus perde a capa proteica libertando o material genético 
no interior da célula. Se houver compatibilidade, inicia-se o processo de replicação de material 
genético viral e a síntese da proteína capsidial, entre outras. A proliferação intracelular de vírus 
passa a comprometer a integridade dos processos celulares, conduzindo a modificações 
fisiológicas e bioquímicas pela activação ou bloqueio de determinadas actividades celulares 
(Hull, 2002). 
Posteriormente a esta primeira fase surgem sintomas macroscópicos em mosaico (zonas mais 
amareladas) e que reflectem as alterações histológicas nas plantas: ocorre hipoplasia nas áreas 
amareladas, resultando numa menor diferenciação das células do mesófilo com consequente 
diminuição no número de cloroplastos e espaços intercelulares (André, 2010). 
 
4.2 - Efeitos citológicos 
 
Alguns vírus formam agregados/inclusões citoplasmáticas e este acumular de proteínas 
“estranhas” na célula do hospedeiro pode afectar directamente componentes celulares, como 
nucléolo, núcleo, citoplasma e seus organelos (Zechmann et al., 2003; Hull, 2002). Os Potyvirus 
são um exemplo característico de vírus que formam inclusões cristalinas no citoplasma das 
células infectadas (Hull, 2002) e, em alguns casos, estão associados ao aparecimento de 
vesículas (Musetti et al., 2002). Os organelos sofrem alterações visíveis. As mitocôndrias podem 
apresentar anomalias morfológicas (Di Franco et al., 1984), no desenvolvimento das membranas 
internas (Hull, 2002), na sua distribuição no citoplasma (Kitajima e Lovisolo, 1972). De maneira 
geral, os cloroplastos apresentam mudanças na estrutura (Fig. 8), número, quantidade e 
tamanho dos grãos de amido, além da desorganização interna das membranas tilacoidais 
(Zechmann et al., 2003; Hull, 2002). A parede celular pode apresentar alterações na sua 
espessura, protrusões, deposição de calose e de material electro-denso (Hull, 2002). 
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Figura 8: Microscopia electrónica de secções ultra-finas do mesófilo de células de 
folhas de A. sativum não infectadas e infectadas por Potyvirus, Carlavirus e 
Allexivirus. A - Visão geral da disposição dos cloroplastos da célula não infectada. 
Seta: adensamento de lípidos fora do cloroplasto. B - Cloroplasto em célula 
infectada. Ga: Grão de amido; Gr: Granum; Llg: Lamela intergrana. C - Visão geral 
da disposição dos cloroplastos da célula infectada. D - Cloroplasto em célula 
infectada com concentração de gotas lipídicas. Gt Lip: Gotas lipídicas (André, 
2010). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.3 - Efeitos fisiológicos e bioquímicos 
 
A infecção viral altera processos fisiológicos e bioquímicos vitais da planta, tais como a 
acumulação de nutrientes nos órgãos de armazenamento, o desenvolvimento de tecidos jovens, 
a absorção e o transporte de água e de elementos minerais através do sistema vascular e a 
fotossíntese e a utilização de fotoassimilados pela planta (Taiz e Zaiger, 2006). 
Em vários estudos foram identificadas inúmeras alterações decorrentes da infecção viral na 
fotossíntese, tais como uma redução na taxa fotossintética (Arias et al., 2003), na actividade da 
rubisco (ribulose 1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase) (Sampol et al., 2003), na eficiência da 
cadeia de transporte de electrões, na condutância estomática (Bertamini et al., 2004), nos 
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teores de pigmentos, de hidratos de carbono e de proteínas (Bertamini et al., 2004; Gonçalves et 
al., 2005). Verifica-se também um aumento na quantidade de açúcares solúveis totais e de 
amido (Arias et al., 2003; Gonçalves et al., 2005) e um decréscimo na eficiência da cadeia de 
transportes de electrões (Reinero e Beachy, 1989). De acordo com esses estudos, estas 
alterações podem reflectir-se directamente no crescimento e desenvolvimento das plantas, 
afectando a produtividade e qualidade dos produtos delas derivados (André, 2010). 
 
5 - Técnicas para a obtenção de plantas isentas de vírus 
 
Não existe um método de controlo químico eficaz e directo contra os vírus. Por esta razão, a 
abordagem mais comum para obter plantas isentas de vírus é através da técnica de cultura de 
tecidos (Taşkin et al., 2013). De entre as principais metodologias utilizadas incluem-se a técnica 
de cultura de meristemas e, recentemente a cultura de discos basais. Estas técnicas serão, 
contudo, explicadas mais detalhadamente nos pontos 5.1.1 e 5.1.2.  
A cultura de meristemas possui geralmente uma baixa taxa de propagação in vitro, isto é, a 
regeneração de novas plantas a partir do explante inicial é muito baixa. Ao contrário, a cultura de 
discos basais, apresenta taxas de propagação elevadas (Ghaemizadeh et al., 2013).  
De um modo geral, a cultura de tecidos por si só revela-se insuficiente para a obtenção de 
plantas isentas de vírus. Para melhorar a eficiência na eliminação de vírus, tratamentos como a 
termoterapia e a quimioterapia são associadas à cultura de tecidos (Ghaemizadeh et al., 2013). 
Esta associação de técnicas tem tido grande sucesso na obtenção de plantas isentas de vírus 
(Ram et al., 2005). No entanto, a termoterapia tem sido a técnica mais utilizada em protocolos 
de limpeza viral: entre 1991 a 2010, estudos recorrendo à técnica da termoterapia foram os 
mais publicados (Fig. 9) (Panattoni et al., 2013).  
Relativamente à cultura de A. sativum, e para o mesmo intervalo de tempo, verificou-se 
igualmente que grande parte das publicações sobre limpeza viral utiliza a termoterapia, sendo a 
quimioterapia a técnica menos utilizada (Panattoni et al., 2013).  
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5.1 - Cultura de tecidos 
 
A cultura de tecidos consiste num conjunto de técnicas que visa a propagação clonal de células, 
tecidos, órgãos ou plantas de um determinado genótipo. Geralmente o objectivo é, partindo 
duma porção excisada de uma planta (explante), obter novas plantas idênticas à que lhes deu 
origem, isto é, mantendo-se o genótipo idêntico ao original (Alves et al., 2008). Para isso têm de 
ser criadas as condições específicas para o restabelecimento in vitro da divisão, crescimento e 
diferenciação celulares (de Oliveira e Longo, A. E., 2009), quer quanto ao meio de cultura, nas 
suas componentes osmótica, nutritiva orgânica e mineral e hormonal, quer aos factores 
ambientais.  
A constituição do meio de cultura é baseada nas exigências das plantas quanto aos nutrientes 
minerais com algumas modificações para atender a necessidades específicas. Estes meios 
fornecem as substâncias essenciais para o desenvolvimento dos tecidos e controlam, em grande 
parte, o padrão do desenvolvimento in vitro. O meio de cultura de tecidos vegetais mais 
conhecido e difundido entre os diversos laboratórios de biotecnologia é o idealizado por 
Murashige e Skoog (Murashige e Skoog, 1962), denominado abreviadamente por MS (de Oliveira 
e Longo, A. E., 2009).  
As condições de assépsia são também essenciais para o desenvolvimento das culturas em boas 
condições sanitárias. O explante deve estar livre de microrganismos, como fungos filamentosos, 
bactérias e leveduras, sendo inevitável o uso de bacteriostáticos ou germicidas. Esses 
antissépticos podem ser antibióticos ou de outra natureza, como álcoois (álcool etílico), 
Ano de publicação 
Nº
 d
e 
es
tu
do
s 
Figura 9: Distribuição das técnicas antivirais em estudos publicados entre 1991-2010. (   – 
Termoterapia;       – Cultura de tecidos;       – Quimioterapia) (adaptado de Panattoni et al., 2013).  
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halogénios como o hipoclorito de sódio (NaClO), sais de metais pesados, fungicidas orgânicos, 
entre outros. Em relação à vidraria e aos meios de cultura, estes devem ser esterilizados para 
que se destruam todos os microrganismos, por calor seco (em estufas com ar quente e seco) ou 
húmido (em autoclave). Durante a manipulação dos tecidos em câmara de fluxo laminar 
asséptica, os utensílios metálicos necessários podem ser esterilizados por flambagem directa à 
chama (Cid, 2001). 
A micropropagação de plantas é uma técnica inserida na cultura de tecidos in vitro e consiste na 
propagação de um genótipo de interesse. O explante utilizado é determinante no tipo de cultura 
que se pode obter (Alves et al., 2008). 
Os tipos de cultura utilizados para o desenvolvimento deste trabalho consistiram na cultura de 
meristemas, técnica já desenvolvida no Banco Português de Germoplasma Vegetal, BPGV, e na 
cultura de discos basais, técnica iniciada no BPGV, pela primeira vez. Outras técnicas, como a 
cultura de ápices caulinares, cultura de segmentos nodais, cultura de embriões, podem também 
ser utilizadas para a propagação de um genótipo (Alves et al., 2008). 
 
5.1.1 - Cultura de meristemas 
 
No caso da cultura de meristemas, tal como o nome indica, o meristema presente no dente de 
alho (Fig. 10) é o material propagativo ou explante. O meristema é inoculado no meio de cultura 
e, posteriormente, a brotação apical cresce originando um único rebento (Alves et al., 2008).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ápice caulinar 
Folha de armazenamento 
Meristema 
Disco basal 
Figura 10: Estrutura interna de um dente de alho 
(adaptado de Alves et al., 2008). 
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Figura 11: A - Estrutura interna de um dente de alho com 
relevância para o explante utilizado na cultura de discos basais; B - 
Desenvolvimento progressivo de uma plântula a partir do disco 
basal: a - 1 dia após a inoculação; b - estruturas em forma de domo 
após 1 semana; c - botões com cor verde após 2 semanas; d - 
plântulas obtidas do disco basal (adaptado de Sumi et al., 2001). 
5.1.2 - Cultura de discos basais 
 
Já no caso da cultura dos discos basais, o disco basal da planta é o material utilizado para a 
propagação (Fig. 11 A). Este consiste num novo método de cultura de tecidos para a 
micropropagação de A. sativum com um nível de eficácia elevado (Sumi et al., 2001). As 
diversas fases de desenvolvimento da cultura estão ilustradas na Figura 11 B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.2 - Termoterapia 
 
A termoterapia é um tratamento cujas plantas, ou parte delas, são mantidas a temperaturas 
entre os 35 ºC e os 54 ºC por um determinado período de tempo, respeitando o limite de 
tolerância térmica de cada espécie. Para a eficiência desta técnica é necessário estabelecer-se 
um compromisso entre a eliminação do vírus e a sobrevivência da planta. Os danos causados 
nos tecidos vegetais devido ao stresse térmico deverão ser mais facilmente revertidos do que os 
danos virais (Panattoni et al., 2013). A eliminação de vírus através deste tratamento relaciona-se 
A 
B 
Disco basal 
Folhas 
primordiais Ápice caulinar 
c 
b 
d 
a 
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Figura 12: Estrutura química 
de ribavirina (Crotty et al., 
2002). 
com o facto de alguns vírus apresentarem uma diminuição na taxa de multiplicação a altas 
temperaturas (Budiarto et al., 2011). 
 
5.3 - Quimioterapia 
 
Nos últimos anos, outra técnica em crescente expansão é a 
quimioterapia associada à cultura de tecidos (Balamuralikrishnan et 
al., 2002). A aplicação desta técnica para a eliminação de vírus em 
material de propagação vegetativa tem um grande potencial na 
agricultura (Skiada et al., 2013). A ribavirina (1-β-D-ribofuranosilI, 
2,4-triazole-3-carboxamida) (Fig. 12), de agora em diante também 
referida como RBV, é um antiviral com eficácia em pelo menos 16 espécies de vírus que 
infectam plantas ou fitovírus (Balamuralikrishnan et al., 2002). Este composto antiviral é de 
amplo espectro e interfere na via biossintética da guanosina-5’-fosfato, interrompendo a síntese 
de RNA e de DNA nas células infectadas e, desse modo, inibe a replicação viral nos tecidos 
infectados (Barboza et al., 2007). A eficiência da RBV na eliminação de vírus vegetais está bem 
documentada na literatura e depende da concentração utilizada, da planta hospedeira e do tipo 
de tecido infectado (Nascimento et al., 2003). 
 
6 - Técnicas de diagnóstico de vírus 
 
A detecção, identificação e diagnóstico de fitovírus pode ser realizada por testes biológicos, 
serológicos e moleculares. No combate às doenças sistémicas virais, estas técnicas são 
utilizadas para o diagnóstico na produção de plantas isentas de vírus. O diagnóstico de vírus em 
plantas tem crescido nas últimas décadas com o aumento de informação sobre novas técnicas 
moleculares para uma rápida detecção de vírus em plantas que afectam centenas de culturas de 
plantas de interesse agronómico e alimentar (Chang, 2009). Vários métodos biológicos, 
serológicos, moleculares e físico-químicos, todos com as suas vantagens e desvantagens, têm 
sido utilizados para detectar, diagnosticar e classificar fitovírus durante décadas (Kroth et al., 
2005). De seguida, serão abordados alguns deles. 
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6.1 - Métodos serológicos 
 
A serologia apresenta diversos métodos para detecção viral que se caracterizam pelo emprego 
de anticorpos específicos capazes de reconhecer proteínas capsidiais (Naidu e Hughes, 2004).   
O ensaio de imunoabsorção enzimática, ELISA (do inglês, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
é um dos métodos serológicos mais utilizados para a detecção de vírus em material vegetal, 
como sementes e propágulos vegetativos, mas também nos insectos vectores (Naidu e Hughes, 
2004). Neste método, os anticorpos produzidos contra uma proteína capsidial de um 
determinado vírus são utilizados para a sua detecção, numa reacção tipo antigénio-anticorpo. 
Nesta reacção, extractos preparados pela maceração de tecido vegetal infectado em tampão são 
utilizados como antigénio (Lima, 2009). Esta técnica não é suficientemente sensível na diagnose 
de alguns vírus, como por exemplo para aqueles que ocorrem em baixas concentrações nos 
tecidos das plantas. Da mesma forma, RNA satélites ou viróides, que não possuem capa 
proteica, não podem ser detectados serologicamente (Kroth et al., 2005). 
 
6.2 - Técnicas moleculares 
 
Com o avanço da biologia molecular, parâmetros moleculares começaram a ser amplamente 
explorados para o estudo dos vírus. Os testes moleculares podem ser eficientes para discriminar 
géneros, espécies e estirpes de fitovírus (Kroth et al., 2005). 
A alta sensibilidade, aliada à especificidade e à rapidez, colocam a Reacção em Cadeia da 
Polimerase, PCR (do inglês, Polymerase Chain Reaction) como uma técnica poderosa que vem 
auxiliando os investigadores de diversas áreas, sendo para a virologia uma ferramenta 
importante para detecção de vírus em plantas. Variações da PCR como multiplex-PCR, IC-PCR 
(Imunocaptura- reacção em cadeia da polimerase), imuno-PCR, entre outras, têm sido utilizadas, 
apresentando sensibilidade muito superior à técnica ELISA e outras usadas para detecção. Esta 
técnica tem diversas vantagens sobre outros métodos de detecção, por utilizar uma pequena 
quantidade de amostra de tecido, permitir a detecção do vírus mesmo em baixas concentrações 
e em amostras guardadas por longos períodos e também por permitir uma caracterização 
suplementar do vírus e a clonagem completa do genoma viral para estudos de infectividade 
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(Kroth et al., 2005). No entanto, esta técnica utiliza reagentes e aparelhagem cara, tornando-a 
um técnica dispendiosa. Além disso, é também uma técnica demorada (Esteves et al., 2013). 
 
6.3 - Métodos de detecção com base em respostas biológicas  
 
6.3.1 - Sintomatologia de doença viral  
 
Os sintomas apresentados pelas plantas infectadas são utilizados para caracterizar a doença 
viral. As inspecções visuais são fáceis e passíveis de ser diagnosticantes quando as 
características são específicas de uma determinada doença. Contudo, muitos factores como a 
estirpe do vírus, a cultivar/variedade da planta hospedeira, o tempo de infecção e os factores 
ambientais podem afectar o aparecimento e o quadro dos sintomas. As plantas também podem 
exibir sintomas idênticos em resposta às condições meteorológicas desfavoráveis, desequilíbrio 
nutricional/mineral do solo, infecções de outros patogenes não virais, danos causados por 
insectos, ácaros, nematóides, poluição do ar e pesticidas. Alguns vírus também podem não 
provocar qualquer sintoma aparente ou provocar uma infecção assintomática, assim como 
diferentes estirpes de um vírus podem causar sintomas distintos no mesmo hospedeiro. Apesar 
de os sintomas serem uma fonte de informação preciosa em doenças virais, é necessário uma 
grande experiência para se tomar uma decisão quanto ao tipo de vírus em questão. 
Normalmente, é necessário uma conjugação da inspecção visual com um teste confirmatório 
para garantir um diagnóstico preciso (Naidu e Hughes, 2004). 
 
6.3.2 - Bioensaio 
 
O bioensaio – ensaio/teste onde a variável empírica que se analisa é uma resposta biológica a 
determinado tratamento – é uma técnica muito útil para a detecção e identificação de vírus. 
Neste contexto, os bioensaios utilizam plantas indicadoras que reagem à infecção por 
apresentarem sintomas característicos. A escolha do procedimento e das condições inerentes ao 
ensaio dependem do vírus que está sob investigação. Nem sempre é possível diagnosticar 
infecções virais somente pela observação de sintomas na planta alvo. Isto acontece porque 
diferentes vírus podem manifestar sintomas semelhantes na mesma planta, assim como um 
22 
 
determinado quadro de sintomas também se pode desenvolver por questões fisiológicas não 
associadas a situação de infecção. Além disso, os sintomas podem apresentar-se de forma 
atenuada e os resultados serem inconclusivos.  
A transmissão das doenças virais para as plantas indicadoras deve ser efectuada de forma 
rápida. Existem três vias para a inoculação de um vírus na planta indicadora: enxertia, uso de 
vectores e inoculação mecânica. A enxertia pode ser utilizada para transmitir vírus entre plantas 
estreitamente relacionadas (basicamente entre as quais é possível fazer vingar uma ligação 
enxerto - porta-enxerto), sendo também utilizada para avaliar a resistência da planta indicadora 
ao vírus. Com este método as reacções de susceptibilidade são normalmente mais severas do 
que aquelas obtidas pela inoculação mecânica ou pela utilização de um vector, sendo que um 
grande número de partículas virais são transferidas directamente para o tecido vascular 
(Browning, 2009). A inoculação mecânica é uma técnica simples em que a seiva da planta 
infectada é aplicada na planta indicadora produzindo sintomas específicos da doença viral (Naidu 
e Hughes, 2004). No entanto, é bastante consensual que não existe um método que possa ser 
considerado como óptimo para todas as combinações vírus/plantas indicadoras. Muitos factores 
afectam o sucesso da inoculação mecânica, sendo que as condições adequadas para cada caso 
devem ser identificadas previamente (Browning, 2009). Apesar de esta técnica não ser muito 
precisa para a identificação de vírus, ainda continua a ser utilizada em muitos laboratórios como 
uma técnica importante no diagnóstico (Naidu e Hughes, 2004).  
 
6.4 - Microscopia electrónica 
 
Os dois métodos mais utilizados para visualizar a estrutura e morfologia dos vírus e, portanto, 
utilizados para detecção e diagnóstico, são a microscopia electrónica de transmissão, TEM, e a 
microscopia de força atómica, AFM. Os vírus variam de tamanho, desde os Circovirus com 17 - 
22 nm de diâmetro, até os Poxvirus que podem atingir os 300 nm. Esses vírus possuem uma 
forma ovóide e são suficientemente grandes para serem visíveis sob microscopia óptica, ao 
contrário dos restantes cuja visualização requer microscopia electrónica. A microscopia 
electrónica emprega a aceleração magnética de electrões com grande energia. Os electrões com 
alta energia possuem comprimentos de ondas curtos e isso faz com se obtenha uma melhor 
resolução de estruturas muito pequenas. Para facilitar a visualização, as amostras podem ser 
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previamente tratadas com metais pesados, como o ósmio. Os electrões chocam com o metal, os 
quais são visualizados na tela fluorescente. Com microscopia electrónica é também possível a 
obtenção de imagens tridimensionais dos vírus e de sua localização dentro da célula hospedeira 
(núcleo ou citoplasma) em um determinado momento após a infecção. Como as amostras são 
tratadas com metais pesados, a observação dos vírus em células vivas não é possível (Roehe, 
2008). Esta técnica fornece informações muito úteis sobre a morfologia das partículas virais e é 
frequentemente utilizado para a detecção de vírus. Vírus filamentosos podem ser mais 
facilmente diferenciados em amostras de folhas contrastadas negativamente quando 
comparados com vírus isométricos ou outros vírus. No entanto, o trabalho no microscópio 
electrónico é intensivo, caro e requer um técnico especializado (Naidu e Hughes, 2004). Já a 
AFM permite obter imagens da superfície da amostra para uma caracterização estrutural e 
dinâmica. Em sistemas biológicos incluindo células, bactérias, vírus e biomoléculas, isso 
possibilita a compreensão dos fenómenos biofísicos/químicos envolvidos (Ferreira e Yamanaka, 
2006).  
 
7 - Enquadramento da tese no âmbito dos trabalhos e 
objectivos programáticos do BPGV 
 
A. sativum é uma espécie de propagação vegetativa e a sua conservação no BPGV é 
normalmente feita em colecção de campo e em cultura in vitro. A sua manutenção em colecção 
de campo levanta alguns problemas sobretudo ao nível sanitário. Algumas cultivares manifestam 
sintomas de viroses que vão debilitando o desenvolvimento das plantas e colocando em risco o 
programa de conservação. Sendo assim, é de todo o interesse desta instituição que se 
estabeleça um protocolo eficaz para obtenção de plantas de A. sativum isentas de vírus com 
recurso à cultura in vitro. Nesse sentido, conjugando-se as possibilidades técnicas e 
infraestruturais do BPGV e os seus objectivos programáticos, com as competências técnico-
científicas das orientadoras, testou-se o efeito da termoterapia, quimioterapia, bem como 
culturas de meristemas e discos basais, para a limpeza de vírus de acessos de interesse para a 
instituição. 
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Objectivos 
 
O alho (Allium sativum L.), originário das regiões montanhosas da Ásia Central, está muito 
associado à culinária e à gastronomia da região mediterrânica. A sua utilização tem vindo a 
aumentar não só como condimento mas também devido às suas propriedades biológicas, 
nomeadamente as terapêuticas. É uma cultura de grande valor sócio-económico, contudo, 
apresenta alguns problemas fitossanitários resultantes do seu processo de multiplicação. Trata-
se de uma espécie de propagação vegetativa, que vai acumulando viroses ao longo dos 
sucessivos ciclos de cultivo. Tal facto, conduz a perdas significativas de qualidade e 
produtividade podendo esta última atingir valores superiores a 50%. Os vírus frequentemente 
encontrados nas espécies de Allium são GCLV, SLV, OYDV, LYSV e TSWV.  
Com este trabalho pretende-se avaliar o efeito de terapias antivíricas em material propagado e o 
potencial de novos explantes na regeneração de plantas de modo a estabelecer um protocolo de 
obtenção de plantas de A. sativum isentas de vírus. Para concretizar esse objectivo geral foram 
estabelecidos os seguintes objectivos específicos: 
 Estabelecimento da cultura de meristemas de diferentes cultivares de A. 
sativum em meio Murashige e Skoog (MS), testando o efeito da 
suplementação hormonal; 
 Estabelecimento da cultura de discos basais de diferentes cultivares de A. 
sativum; 
 Avaliação do desenvolvimento e proliferação destas culturas após 
tratamentos de quimioterapia e/ou termoterapia; 
 Avaliação da eficácia dos tratamentos através da indexação dos vírus no 
material após submissão aos diferentes tratamentos. 
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Materiais e Métodos 
 
1 - Material vegetal  
 
O material utilizado para este trabalho consiste em 3 cultivares da colecção de A. sativum: 
 07123 
 07817 
 08010 
Este material foi cedido pelo BPGV, situado em São Pedro de Merelim, Braga, e pertencente ao 
Instituto Nacional de Investigação Agrária e Veterinária, I.P. – Unidade Estratégica de 
Investigação e Serviços de Biotecnologia e Recursos Genéticos. As 3 cultivares já tinham sido 
anteriormente testadas, respondendo positivamente à indexagem dos vírus em estudo. 
 
2 - Preparação do material e desenho experimental 
 
2.1 - Tratamento dos bolbos 
 
Os bolbos utilizados neste estudo estiveram sujeitos a temperaturas de 4 ºC durante 30 dias. 
Um processo designado por vernalização e que permite um desenvolvimento acelerado de A. 
sativum. Com os bolbos expostos a baixas temperaturas, há uma estimulação na síntese de 
citocininas e giberelinas, modificando o equilíbrio hormonal normal do estado de dormência e 
conduzindo a um desenvolvimento precoce (Resende et al., 2011). Para protecção de eventuais 
infecções fúngicas, o material foi mergulhado numa solução de calda bordalesa numa 
concentração de 0,33% durante 15 minutos. 
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2.2 - Ensaios 
 
O trabalho divide-se em 3 ensaios principais que são os seguintes: 
 Ensaio 1: Quimioterapia e/ou termoterapia sobre o bolbo associadas à cultura de 
meristemas; 
 Ensaio 2: Termoterapia sobre o bolbo associada à cultura de discos basais; 
 Ensaio 3: Quimioterapia e/ou termoterapia sobre o explante após estabelecimento da 
cultura de meristemas. 
A figura 13 pretende representar esquematicamente as etapas principais de cada um.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Esquema representativo do desenho experimental global: B - Bolbo; T37 °C - Temperatura a 37 °C; T45 
°C - Temperatura a 45 °C. R - RBV; SR – Sem RBV; M - Cultura de meristemas; DB - Cultura de discos basais. As 
caixas a sombreado representam o material sujeito a tratamento ou tipo de cultura de tecidos utilizado; as caixas 
brancas os tratamentos realizados. 
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Tabela V: Composição dos meios de cultura para as diferentes fases da cultura in vitro dos ensaios 1, 2 e 3.  
 
2.3 - Preparação dos meios de cultura  
 
O meio de cultura utilizado para a propagação in vitro de A. sativum foi o meio basal MS de 
suplementado com sacarose e solidificado com fitoagar (todos de Duchefa Biochemie, Haarlem, 
Holanda). No entanto, a sua composição variou dependendo do ensaio e da fase de 
micropropagação. No caso da fase da microbulbificação - etapa de formação do bolbo de 
reduzido tamanho - a quantidade de sacarose deve ser mais elevada. Na tabela V estão 
indicados as diferentes composições e concentrações utilizadas. A correcção do pH para 5,7 – 
5,8 (Inolab pH Level 2, Weilheim, Alemanha) foi efectuada antes da introdução do fitoagar ou 
após a adição das hormonas ou do antiviral (Duchefa Biochemie, Haarlem, Holanda) ao meio de 
cultura. Após a distribuição do meio de cultura pelos frascos ou caixas de vidro, procedeu-se à 
esterilização em autoclave (Uniclave 88, Portugal), a 121 °C, 1,5 atm durante 20 minutos. O 
modelo da câmara de crescimento utilizada para o desenvolvimento dos explantes foi AGP-1360-
H30, Barcelona, Espanha. 
 
 
 
 
Meios de 
cultura 
Fase da 
micropropagação 
Composição do meio  
E
n
sa
io
 1
 MS1 Estabelecimento da cultura MS + 3% sacarose + 0,6% agar + 0,5 mg/l 2iP + 
0,1 mg/l NAA 
MS1R Estabelecimento da cultura MS + 3% sacarose + 0,6% de agar + 0,5 mg/l 
2iP + 0,1 mg/l NAA + 50 mg/l RBV 
E
n
sa
io
 2
 MS2 Estabelecimento da cultura MS 3% sacarose + 0,6% de agar 
MS2B Microbulbificação MS + 7% sacarose + 0,6% agar + 0,5 mg/l IAA + 
0,1 mg/l de 2-iP 
E
n
sa
io
 3
 MS3 Estabelecimento da cultura MS + 3% sacarose + 0,6% de agar + 0,5 mg/l + 
2iP e 0,1 mg/l NAA 
MS3R Estabelecimento da cultura MS + 3% sacarose + 0,6% agar + 0,5 mg/l 2iP + 
0,1 mg/l NAA + 50 mg/l RBV 
E
n
sa
io
 
 1
 e
 3
 
MSB Microbulbificação MS + 5% sacarose + 0,6% agar 
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2.4 - Estabelecimento dos ensaios 
 
Para o estabelecimento dos ensaios 1 e 3, dispensou-se 10 ml de meio de cultura por cada tubo 
de vidro (15x2,5 cm) e, para o ensaio 2, introduziu-se 50 ml de meio de cultura por cada caixa 
de petri de vidro (10x2 cm). Para este ensaio, também foram necessários tubos de vidro para a 
fase de microbulbificação, sendo que a quantidade de meio introduzida foi a mesma que a 
utilizada para os ensaios 1 e 3. Os tubos de vidro foram tapados com tampas de alumínio ou 
com papel de alumínio fixado com parafilm e as caixas de petri de vidro foram isoladas com 
parafilm. 
 
2.4.1 - Ensaio 1 
 
Material vegetal: Bolbo 
Tratamento - termoterapia: 
 Sem tratamento (sem exposição a temperaturas ≥ 35 °C) – T25 ou controlo; 
 Exposição a temperaturas de 37 ºC durante 30 dias – T37; 
 Exposição a temperaturas de 45 ºC durante 30 dias – T45. 
Explante: Meristema 
 
Após a exposição do bolbo às diferentes temperaturas, procedeu-se ao isolamento do explante, 
removendo-se as folhas de armazenamento do dente de alho e isolando-se o ápice caulinar. Este 
foi sujeito a desinfecção por imersão numa solução de lixívia (cloro activo inferior a 4%) durante 
15 minutos, seguido de 3 lavagens em água destilada estéril durante 10 minutos.  
Já na câmara de fluxo laminar procedeu-se à remoção dos primórdios foliares até se obter o 
meristema. Estes foram posteriormente lavados com água destilada estéril, secos em papel de 
filtro esterilizado e introduzidos nos respectivos meios de cultura: 20 meristemas por cultivar no 
MS1 e 20 meristemas por cultivar no MS1R. Os tubos foram incubados numa câmara de 
crescimento de condições controladas (25 ± 2 °C, 2000 lux de intensidade luminosa e 
fotoperíodo de 16 h). Após dois meses de desenvolvimento, procedeu-se à limpeza da planta e à 
sua transferência para o meio MSB para estimulação da microbulbificação.  
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2.4.2 - Ensaio 2 
 
Material vegetal: Bolbo 
Tratamentos: 
 Sem tratamento (sem exposição a temperaturas ≥ 35 °C) – T25 ou controlo; 
 Temperaturas de 37 ºC durante 30 dias – T37; 
 Temperaturas de 45 ºC durante 30 dias – T45. 
Explante: Disco basal 
 
Após termoterapia procedeu-se ao isolamento do explante. A parte superior do dente de alho foi 
excisada pois é a parte inferior, o disco basal, que vai constituir o explante. Para a sua 
desinfecção procedeu-se como descrito no ensaio 1, ponto 2.4.1. Para se isolar o explante 
removeram-se os resíduos das folhas de armazenamento e os primórdios foliares e, com o 
auxílio de um microscópio óptico, excisou-se a parte basal do caule – o disco basal (≈ 1 mm de 
espessura). Após lavagem do explante, como em cima descrito, foi dividido em 4 porções 
semelhantes. Para o estabelecimento da cultura, introduziram-se 2 discos basais (8 porções) em 
cada caixa de petri com MS2. As culturas foram incubadas nas condições acima descritas. 
Durante o desenvolvimento das culturas formam-se primeiramente estruturas em forma de domo 
que se desenvolveram para o estado de planta. Estas estruturas, em forma de domo ou em 
estado de planta, foram transferidas posteriormente para tubos de ensaio com meio MS2B.  
 
2.4.3 - Ensaio 3 
 
Material vegetal: Bolbo 
Tratamento - termoterapia: 
 Sem tratamento (sem exposição a temperaturas ≥ 35 °C) – T25 ou controlo; 
 Exposição a temperaturas de 37 ºC durante 30 dias - T37 - após a introdução do 
explante no meio de crescimento. 
Explante: Meristema 
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Para a realização deste ensaio, isolaram-se 20 explantes por cultivar e desinfectaram-se 
seguindo-se o processo já descrito no ensaio 1. Seguidamente 10 meristemas foram 
introduzidos em tubos com meio MS3 e os restantes em tubos com meio MS3R. O material foi 
exposto a temperaturas de 37 °C de forma intercalada: durante 2 dias permaneceram em 
condições in vitro a 25 ºC ± 2 °C e com um fotoperíodo de 16 h, transferindo-se depois para 
uma estufa a 37 °C, sem luminosidade, durante 5 dias. Esta sequência ocorreu durante 30 
dias. No final do tratamento, permaneceram na câmara de crescimento para desenvolvimento 
vegetativo. Após dois meses, as culturas foram transferidas para tubos de ensaio com meio 
MSB.  
 
2.5 - Colheita e conservação de material vegetal 
 
No final dos 3 ensaios efectuou-se a colheita das folhas que, após a secagem em sílica à 
temperatura ambiente, foram conservadas a -20 °C para posterior análise. Já os bolbos foram 
secos à temperatura ambiente e foram mantidos numa câmara a 4 °C por um período adicional 
de 1 mês de modo a quebrar a dormência que alguns apresentaram. Após este período, os 
bolbos foram plantados em vasos (16x22 cm) com substrato constituído por terra esterilizada a 
160 °C durante 3 horas e turfa numa proporção de 1:1. Os vasos foram devidamente 
etiquetados e colocados de forma isolada (Fig. 14) para evitar a transmissão de vírus pelos 
afídeos. A rega foi efectuada regularmente com água destilada para evitar o aparecimento de 
sintomas erróneos de doença. Os sais minerais presentes na água corrente podem estar em 
elevadas concentrações e ao acumularem-se na pequena área de solo disponível poderão 
conduzir ao aparecimento de folhas descoloradas e a um desenvolvimento atrofiado da planta. 
Estes sintomas confundem-se, por vezes, com os sintomas apresentados por plantas com 
infecção viral. Uma boa adubação é a solução para combater a ausência de sais minerais na 
água destilada.  
 
 
 
 
a b 
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2.6 - Bioensaio  
 
Para avaliar a eficácia dos tratamentos efectuaram-se bioensaios utilizando como plantas 
indicadoras o Allium porrum L. para apresentação da sintomatologia dos géneros Potyvirus e 
Carlavirus (Korkmaz e Cevik, 2009) e a alface (Lactuca sativa L.) para a detecção de Tospovirus 
(Borges, 2006).  
 
2.6.1 - Estabelecimento das plantas indicadoras 
 
Após desinfecção das sementes das plantas indicadoras pelo processo utilizado para os 
explantes, ponto 2.4.1, estas foram inoculadas em frascos de cultura in vitro com 50 ml de meio 
MS e transferidas para ambiente controlado (25 ºC ± 2 °C e fotoperíodo de 16 h) para o 
desenvolvimento das plantas.  
 
2.6.2 - Preparação do inóculo e inoculação mecânica in situ 
 
Para a preparação do inóculo que será aplicado nas plantas indicadoras é importante 
seleccionar partes da planta infectadas ou potencialmente infectadas com maior probabilidade 
de ter elevada concentração de vírus: as folhas jovens. As folhas foram maceradas num 
almofariz de porcelana esterilizado com tampão fosfato 0,01 M pH 7 com EDTA (ácido 
etilenodiaminotetracético) numa proporção de 1:6 (p/v) (Djikstra e Jager, 1998). De modo a 
obter-se um inóculo com maior concentração de partículas virais, procedeu-se a centrifugação a 
4000 g durante 10 minutos (Eppendorf Centrifuge 5410). Para se aumentar a susceptibilidade 
Figura 14: a) Vasos plantados com os bolbos provenientes da cultura in vitro; b) 
Isolamento espacial dos vasos. 
a b 
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das plantas indicadoras à infecção viral, as culturas foram transferidas, para o escuro 2 dias 
antes da inoculação mecânica. Com o auxílio de um bisturi, fizeram-se várias incisões na parte 
superior de folhas jovens (1, 2 e 3 pontos) criando assim vários níveis de entrada aos vírus. De 
seguida, esfregou-se suavemente o inóculo sobre estas folhas das plantas indicadoras. 
Posteriormente, lavaram-se as folhas com água destilada para remoção de resíduos. Este 
procedimento foi realizado na câmara de fluxo laminar em condições de assépsia. Após a 
inoculação, as culturas foram novamente colocados no escuro. Para o crescimento das plantas e 
para a observação da sintomatologia, estas foram transferidas para câmara de crescimento e 
mantidas nas condições acima descritas. 
 
2.7 - Microscópia electrónica de transmissão 
 
Amostras foliares das plantas regeneradas in vitro provenientes dos vários ensaios efectuados 
foram seccionadas, colocadas em frascos e fixadas em glutaraldeído 2,5% e paraformaldeído 4% 
em tampão PIPES durante 2 horas e pós-fixadas numa solução de 2% de tetróxido de ósmio no 
mesmo tampão igualmente durante 2 horas. As secções já fixadas foram desidratadas em 
acetona e embebidas em resina Spurr à temperatura ambiente. Efectuaram-se cortes ultrafinos 
(60-90 nm) utilizando facas de diamante num ultramicrótomo LKB 2188 NOVA. Os cortes foram 
recolhidos em grades de cobre com 300 malhas e contrastados com acetato de uranilo e citrato 
de chumbo. As grades foram observadas ao microscópio electrónico de transmissão (JEOL JEM 
1400 TEM) e as imagens foram gravadas digitalmente utilizando uma câmara Gatan SC 1000 
Orius CCD. Este trabalho foi realizado pelo serviço de TEM do Instituto de Biologia Molecular e 
Celular, IBMC. 
 
2.8 - Análise estatística 
 
Os resultados foram analisados através do teste Two-way ANOVA (Análise de variâncias com dois 
factores) seguido do pós-teste Tukey para as comparações múltiplas entre cada tratamento de 
cada ensaio tendo-se utilizado o programa GraphPad Prism 6.03 (GraphPd software Inc., 
California, E.U.A.) 
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Resultados e Discussão 
 
3 - Cultura de tecidos in vitro 
 
A propagação dos vírus de uma geração para outra pode ser evitada ou reduzida, por meio de 
uma multiplicação intermédia in vitro do material propagativo infectado que permite quebrar o 
ciclo reprodutivo dos vírus, recuperar o vigor vegetativo e a produtividade das cultivares. Embora 
o controlo da propagação dos vírus não seja total, a regeneração das plantas in vitro permite a 
obtenção de taxas de 80 a 95% de plantas livres de vírus (Júnior, 2011).  
A importância da cultura de meristemas está relacionada com as características do seu explante. 
As células meristemáticas presentes no meristema são pouco diferenciadas e retêm a 
capacidade embrionária para divisões ilimitadas, sendo consideradas organogénicas. A cultura 
de meristemas é considerada uma ferramenta de grande valor para a obtenção de plantas livres 
de vírus. De acordo com Júnior (2011), algumas das hipóteses explicativas para a ausência de 
viroses nas plantas obtidas através da técnica de cultura de meristemas são: a) em meristemas 
não haver competição entre partículas virais e a produção de células - a divisão celular é intensa, 
o que aumenta a competição por metabolitos e desta forma o vírus não tem carbono e energia 
suficiente para sua multiplicação; b) durante a divisão celular, a síntese de ácidos nucleicos ser 
conduzida para a produção de células em detrimento da multiplicação do vírus; c) a ausência de 
tecidos vasculares no meristema dificultam o transporte de partículas virais de outras partes da 
planta para esta região; d) a presença de inibidores naturais nos meristemas e/ou em 
substâncias do meio de cultura que interfeririam na multiplicação dos vírus. No entanto, devido à 
baixa taxa de regeneração a partir de meristemas e ao tempo necessário para o seu isolamento, 
outras técnicas têm sido avaliadas para aumentar o rendimento em plantas (Ayabe e Sumi, 
2001). A cultura de discos basais revelou-se uma técnica vantajosa para a micropropagação de 
A. sativum (Ayabe e Sumi, 2001), devido não só à obtenção de um alto número de plantas por 
explante, mas também devido à eliminação de partículas virais. A eliminação de vírus está 
correlacionada com o estágio de desenvolvimento e a organização do sistema de feixes 
vasculares. O processo pelo qual os vírus são completamente eliminados durante a formação da 
estrutura em forma de cúpula ou domo, no entanto, não é ainda claro (Ayabe e Sumi, 2001). 
Como existe sempre uma probabilidade elevada de as culturas de tecidos a partir dos explantes 
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Tabela VI – Informação sobre a origem, peso médio e características morfológicas das cultivares em estudo. 
referidos não serem suficientemente eficazes para a obtenção de plantas livres de vírus, 
associaram-se tratamentos físicos e químicos suplementares: a termoterapia e/ou a 
quimioterapia. 
 
3.1 - Caracterização das cultivares 
 
As cultivares em estudo têm diferentes origens, tal como morfologias distintas (Tabela VI). 
Características morfológicas, como o peso médio dos dentes de alho, são informações 
relevantes no contexto da regeneração de plantas livres de vírus. Estudos revelam que quanto 
mais pesado for o dente de alho utilizado para a remoção do explante, maior a probabilidade de 
se conseguir a eliminação de vírus (Verbeek et al., 1995). Um aumento do peso médio do dente 
de alho de 2,7 para 6,5 g aumenta a percentagem de plantas regeneradas isentas de vírus de 
15 para 64% (Verbeek et al., 1995). Com isto, pode afirmar-se que devido ao peso médio dos 
dentes de alho da cultivar 08010 (4,95 g), a probabilidade de se conseguir a eliminação de 
partículas virais nesta cultivar é maior. 
 
Mais informações sobre aspectos visuais dos bolbos encontram-se na Figura 15. 
 
 
Cultivar Origem Características morfológicas 
Concelho Distrito 
07123 Campo Maior Portalegre 
Bolbo achatado globular, regular, com uma carreira de 
dentes. Em média 12 dentes por bolbo. Tegumento de cor 
violeta. Dentes compridos e finos (2,8x1,1 cm). Apresenta 
escapo floral.  
Peso médio dos dentes de alho: 3,66 g 
07817 Vila Real Stº 
António 
Faro 
Bolbo achatado globular, regular, com uma carreira de 
dentes. Em média 11 dentes por bolbo. Tegumento de cor 
violeta. Dentes compridos e finos (2,8x1,3 cm). Apresenta 
escapo floral.  
Peso médio dos dentes de alho: 3,23 g 
08010 Torre de 
Moncorvo 
Bragança 
Bolbo achatado globular, irregular, com duas ou três 
carreiras de dentes. Em média 21 dentes por bolbo. 
Tegumento de cor violeta e castanho. Dentes curtos e largos 
(2,2x1,6 cm).  
Peso médio dos dentes de alho: 4,95 g 
35 
 
3.2 - Avaliação dos ápices caulinares 
 
Outro factor que pode ser determinante no processo de estabelecimento in vitro é o tamanho do 
explante, pois este determina a capacidade de sobrevivência e desenvolvimento no meio de 
cultura (de Souza et al., 2007). Os ápices caulinares ainda possuem os primórdios foliares. Após 
a excisão destas folhas, o meristema é isolado, verificando-se uma relação directa entre o 
tamanho do ápice caulinar e o tamanho do meristema. Como já referido, as células 
meristemáticas presentes no meristema são de grande importância para a obtenção de plantas 
livres de vírus, uma vez que são isentas ou quase isentas de vírus e, como consequência, as 
plantas regeneradas a partir destes explantes têm maior probabilidade de também o serem. No 
entanto, para uma boa eficiência na eliminação de vírus, os explantes não deverão ter mais de 
0,5 cm de comprimento, embora por vezes esse tamanho possa limitar o estabelecimento da 
cultura (Robledo-Paz e Tovar-Soto, 2012). Explantes de tamanho superior também são mais 
susceptíveis à contaminação fúngica. Em alguns casos, observa-se uma correlação positiva entre 
o tamanho do explante e a eliminação de partículas virais. Contudo, existem exemplos onde a 
eliminação de vírus é dificultada, independentemente do tamanho do explante sugerindo que, 
para além do tamanho do explante, também a relação entre o vírus e a planta hospedeira tem 
um papel importante no sucesso de eliminação do vírus (Vasil e Thorpe, 1994). Com base neste 
conhecimento e avaliando os tamanhos dos explantes (Fig. 15) obtidos a partir das cultivares 
estudados, pode afirmar-se que, apesar da cultivar 08010 ter os dentes de alho mais pesados, 
possibilitando assim uma boa eficiência na eliminação de vírus, há uma característica que se 
opõe, à partida, a um bom estabelecimento da cultivar in vitro: o tamanho médio dos 
meristemas (≥ 0,8 cm) (Fig. 15 - c). 
 
 
 
 
 
 Figura 15 – Aspecto geral de cada cultivar e os respectivos ápices 
caulinares utilizados na cultura de tecidos: a- 07123; b- 07817; c- 
08010. Escala: 0,5 cm. 
a b c 
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Figura 16 – Planta mal-
formada. 
3.3 - Avaliação do número de plantas regeneradas na cultura in vitro 
 
Mesmo após a desinfecção superficial dos explantes podem perder-
se explantes já estabelecidos no meio de cultura devido à presença 
de fungos e bactérias. A presença de microrganismos como 
bactérias endógenas conduz à infecção dos explantes apesar do uso 
de técnicas de assépsia (Júnior, 2011). A alta mortalidade dos 
explantes das espécies de Allium está associada não só a esta 
contaminação microbiana das culturas, como também a danos 
causados nos meristemas durante a sua manipulação (Szyndel et 
al., 1994) regenerando-se plantas mal-formadas (Fig. 16). Além 
destes factores que influenciam a regeneração das plantas, o genótipo das cultivares também 
interferem no desenvolvimento das plantas (Robledo-Paz e Tovar-Soto, 2012). 
  
3.3.1 - Ensaio 1 
 
No ensaio 1, os explantes sem qualquer tipo de tratamento apresentaram diferentes 
percentagens de regeneração de plantas consoante o genótipo: 95% para as cultivares 07123 e 
07817 e 75% para a cultivar 08010 (Tabela VII). A baixa capacidade regenerativa da cultivar 
08010 poderá ser consequência da grande incidência fúngica e, provavelmente, também da sua 
baixa capacidade de regenerar in vitro. O ataque fúngico em cultura in vitro pode ter-se devido, 
em grande parte, ao tamanho do meristema introduzido no meio de cultura como discutido já no 
ponto 3.1. Esta baixa capacidade regenerativa pode ser indicadora de uma possível infecção por 
parte da planta-mãe (Júnior, 2011). No entanto, a regeneração aumentou quando se incluiu RBV 
no meio de cultura, sugerindo que a baixa capacidade de regeneração no controlo (T25) por 
parte da cultivar 08010 se possa dever também a uma maior carga viral no explante ou a uma 
inibição inespecífica da RBV sobre os fungos. Este efeito da RBV na regeneração também se 
observou no tratamento a 37 °C. De facto, comparando os resultados obtidos com o tratamento 
com RBV verificou-se que esta não só não teve qualquer efeito inibitório sobre os explantes e 
sobre a regeneração das plantas, como também teve um efeito positivo na cultivar referido. 
Relativamente ao tratamento térmico, apenas a cultivar 08010 se mostrou susceptível e só 
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Tabela VII: Número de plantas regeneradas das diferentes cultivares a partir de meristemas excisados 
de dentes de alho submetidos à termoterapia. T25 - temperatura a 25 ⁰C (Controlo); T25R – 
temperatura a 25 °C e na presença da RBV; T37 - temperatura a 37 °C; T37R - temperatura a 37 °C e 
na presença de RBV; T45 - temperatura 45 °C; T45R - temperatura 45 °C e na presença de RBV.  
quando foi submetido a temperaturas de 37 °C. As altas temperaturas, por vezes, têm uma 
influência negativa nas condições fisiológicas das plantas (Szyndel et al., 1994), contudo com o 
tratamento a 45 °C, a capacidade regenerativa desta cultivar recuperou para valores máximos, 
sugerindo que o efeito da temperatura na regeneração das plantas resulta de uma combinação 
de efeitos, mas em particular de um efeito na carga e proliferação de vírus e fungos. Assim, 
poderá explicar-se os resultados a 37 °C como resultando de um efeito mais positivo na 
proliferação de vírus/fungos que negativo na fisiologia do explante/planta, enquanto que a 45 
°C, o efeito teria especial impacto negativo sobre os patogenes.  
 
 
Cultivar Tratamento Nº explantes inoculados/ 
Nº plantas regeneradas 
% Plantas 
regeneradas   
0
7
1
2
3
 
T25 20/19 95 
T25R 20/20 100 
T37 23/23 100 
T37R 22/21 95,5 
T45 23/23 100 
T45R 24/24 100 
0
7
8
1
7
 
T25 20/19 95 
T25R 20/20 100 
T37 23/21 91,3 
T37R 24/23 95,8 
T45 22/21 95,5 
T45R 22/18 81,8 
0
8
0
1
0
 
T25 20/15 75 
T25R 20/20 100 
T37 20/12 60 
T37R 21/13 61,9 
T45 21/20 95,2 
T45R 20/20 100 
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Tabela VIII: Número de plantas regeneradas das diferentes cultivares a partir de meristemas 
submetidos à termoterapia após a introdução dos explantes no meio de regeneração. T25 - 
temperatura a 25 °C (Controlo); T25R – temperatura a 25 °C e na presença da RBV; T37 - 
temperatura a 37 °C; T37R - temperatura a 37 °C e na presença de RBV. 
3.3.2 - Ensaio 3 
 
Os resultados obtidos no ensaio 3 (Tabela VIII) quando comparados com os do ensaio 1, 
revelaram que o modo como se realizam os tratamentos antivirais, em particular se se efectuam 
sobre o bolbo ou já posteriormente sobre o explante, é determinante na regeneração de plantas 
(Szyndel et al., 1994). Assim, e contrariamente ao que se havia observado quando o tratamento 
é realizado nos dentes de alho, o tratamento a 37 °C induziu uma regeneração baixa para as 
cultivares 07123 e 07817, enquanto que a cultivar 08010 apresentou um potencial morfogénico 
de aproximadamente 100%. O maior tamanho dos explantes obtidos a partir desta cultivar, 
podendo ser uma desvantagem na implementação da cultura, neste caso parece ter conferido 
uma maior resistência aos potenciais efeitos nefastos do tratamento térmico, agora de maior 
impacto tendo em conta a menor dimensão de material vegetal sujeita a tratamento (bolbo vs 
meristema). Os explantes mais pequenos das outras duas cultivares, não só terão ficado mais 
susceptíveis ao tratamento térmico como aos efeitos de contaminações endógenas, o que é 
corroborado pela maior regeneração se o tratamento térmico for realizado na presença de RBV. 
 
Cultivar Tratamento Nº explantes inoculados/ 
Nº plantas regeneradas 
% Plantas 
regeneradas   
0
7
1
2
3
 T25 20/19 95 
T25R 20/20 100 
T37 20/10 50 
T37R 20/16 80 
0
7
8
1
7
 T25 20/17 85 
T25R 20/20 100 
T37 20/12 60 
T37R 22/22 100 
0
8
0
1
0
 T25 20/15 75 
T25R 20/20 100 
T37 23/20 87 
T37R 21/20 95 
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3.4 - Avaliação do desenvolvimento de plantas regeneradas in vitro  
 
Trabalhos desenvolvidos mostram que cultivares de alhos isentas de vírus têm melhor 
desempenho em campo relativamente à mesma cultivar originária de propagação convencional, 
naturalmente infectada por vírus. As plantas isentas de vírus apresentam-se mais vigorosas 
(maior altura e número de folhas), e em consequência, os bolbos colhidos são maiores, 
aumentando a produção e o peso médio de bolbo (Mituti, 2009). 
 
3.4.1 - Ensaio 1 
 
Os resultados relativos ao desenvolvimento das plantas regeneradas a partir de meristemas 
excisados de dentes de alho tratados para a eliminação de vírus encontram-se na Figura 17.  
Globalmente, pode dizer-se que as plantas não tratadas (T25) das 3 cultivares apresentaram 
altura e número de folhas muito semelhantes e que a presença de RBV (T25R) foi, sem dúvida, o 
tratamento que mais impacto teve no desenvolvimento das plantas regeneradas. 
Relativamente à cultivar 07123, a termoterapia teve influência significativa no desenvolvimento 
da planta (p<0,0001), assim como a quimioterapia (p<0,0001). A interacção entre estes dois 
tratamentos também alterou significativamente o comportamento da planta tanto na altura 
(p<0,0001), como no número de folhas (p=0,0003) (Fig. 17 a).  
Na cultivar 07817, quer a termoterapia (p<0,0001) quer a quimioterapia (p<0,0001) exerceram 
um efeito significativo na altura da planta mas também no número de folhas. Já a interacção 
entre os dois factores (tratamentos) não teve qualquer influência sobre o número de folhas, 
apenas influenciando a altura das plantas (p=0,0035). Um fenómeno interessante e que 
aconteceu apenas nesta cultivar foi o aumento significativo do número de folhas das plantas 
regeneradas após tratamento a 45 °C e sem RBV (Fig. 17 b). O desenvolvimento das plantas da 
cultivar 08010 foi o menos afectado pelos tratamentos, onde apenas a quimioterapia teve efeito 
na altura (p<0,0001) e no número de folhas (p=0,0254) das plantas (Fig. 17 c), embora com 
muito menor impacto quando comparado com as outras duas cultivares.  
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Estes resultados parecem mostrar que embora a regeneração de plantas a partir dos 
meristemas da cultivar 08010 seja inferior aos restantes, e que apenas o tratamento térmico 
mais drástico (45 °C) ou com RBV tenha aumentado a eficiência de regeneração (Tabela VII), 
provavelmente devido às suas maiores dimensões, os meristemas que sobreviveram aos 
tratamentos dos bolbos, terão maior capacidade de sustentar a diferenciação e desenvolvimento 
de novas plantas.   
 
3.4.2 - Ensaio 3 
 
Os resultados obtidos para as plantas regeneradas no ensaio 3 (em que os tratamentos térmicos 
são aplicados aos explantes já após a sua introdução no meio de crescimento) não foram 
fundamentalmente diferentes dos anteriormente descritos (Figura 18). 
Relativamente à cultivar 07123, e tal como no ensaio 1, tanto a termoterapia (p=0,0018), como 
a quimioterapia (p<0,0001) tiveram influência na altura da planta. Também a interacção entre 
ambas alterou significativamente (p=0,0003) o comportamento da planta relativamente à altura 
da planta. Já quanto ao número de folhas, apenas a quimioterapia (p<0,0001) teve um efeito 
significativo (Fig. 18 a).  
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Figura 17 – Altura das plantas e nº de folhas por planta nos vários tratamentos térmicos aplicados sobre o bolbo 
na ausência ou na presença de RBV: T25 - temperatura a 25 °C; T37 - temperatura a 37 °C; T45 - temperatura a 
45 °C. a) 07123; b) 07817; c) 08010. Para cada concentração de RBV (0 e 50 mg/l), valores médios com letras 
diferentes são significativamente diferentes (p≤ 0,05). 
a b c 
a,c 
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Quanto à cultivar 07817, nem a termoterapia nem a interacção entre os dois tratamentos 
tiveram algum efeito significativo sobre a altura da planta. No entanto, e tal como no ensaio 1, a 
quimioterapia influenciou significativamente os dois parâmetros medidos (p<0,0001). A 
interacção também teve um efeito significativo sobre o número de folhas (p<0,0001). 
Novamente se verificou o fenómeno de aumento de número de folhas nesta cultivar, induzida 
pelo tratamento térmico, só que desta vez esse aumento verificou-se logo a 37 °C (Fig.18 b).  
No que diz respeito à cultivar 08010, quer a termoterapia quer a quimioterapia influenciaram 
significativamente (p<0,0001) a altura das plantas, mas não a interacção entre tratamentos. 
Relativamente ao número de folhas, ambos os tratamentos e a sua interacção exerceram um 
efeito significativo, sendo que a termoterapia foi a que teve maior impacto (p<0,0001) (Fig. 18 
c).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estes resultados parecem mostrar que, embora globalmente os efeitos sejam semelhantes 
quando comparados com os anteriores, parece que o tratamento directo sobre os meristemas 
(ensaio 3) causa mais danos nas plantas regeneradas do que quando o tratamento é realizado 
sobre o bolbo. Esse efeito é particularmente relevante para a termoterapia (Figs. 17 e 18) e 
particularmente visível para a cultivar 08010 (Figs. 17 c e 18 c). É possível verificar que, tanto a 
termoterapia como a quimioterapia ou a sua interacção têm um grau de influência no 
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Figura 18 – Altura das plantas e nº de folhas por planta nos vários tratamentos térmicos aplicados sobre o 
meristema na ausência ou na presença de RBV: T25 - temperatura a 25 °C; T37 - temperatura a 37 °C. a) 07123; 
b) 07817; c) 08010. Para cada concentração de RBV (0 e 50 mg/l), valores médios com letras diferentes são 
significativamente diferentes (p≤ 0,05). 
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desenvolvimento da planta dependente do genótipo. A influência da termoterapia no 
desenvolvimento da planta tem por base a alteração das condições fisiológicas das plantas. Já a 
RBV, a uma concentração de 50 mg/l, apesar de ter aumentado a regeneração em ambas as 
modalidades de tratamento (aplicada aos bolbos ou a meristemas) (Tabela VII e VIII), revelou ser 
tóxica para as plantas regeneradas (Figs 17 e 18). Este antiviral possui capacidade para diminuir 
a actividade celular, provavelmente interferindo com os RNAs celulares e não só com os RNAs 
virais como já foi provado. Este facto afecta não só o ciclo celular, como a proliferação celular 
(Danci et al., 2012). Assim, pode induzir-se que a RBV poderá ser um tratamento interessante 
para controlar a carga viral dos explantes e aumentar a regeneração, e assim a produtividade em 
plantas isentas de vírus, mas, a concentração operacional terá de ser optimizada para os 
diferentes genótipos das cultivares, de modo a evitar impactos negativos no desenvolvimento das 
plantas regeneradas. Por outro lado, a termoterapia sendo também um importante factor a 
considerar em tratamentos antivirais, tem um efeito muito dependente do genótipo e terá de ser 
aplicado com particular cautela em explantes mais pequenos e fisiologicamente vulneráveis 
como sejam meristemas apicais isolados. 
 
3.5 - Avaliação do nível de microbulbificação do ensaio 1 e 3 
 
A RBV pode apresentar efeitos fitotóxicos quando se encontra em altas concentrações não só a 
nível foliar, mas também ao nível do bolbo. Através da Tabela IX é possível observar que, de uma 
maneira geral, na presença da RBV o bolbo obtido após 2 meses de desenvolvimento das 
plantas regeneradas in vitro apresentou distúrbios fisiológicos desde a sua deformação até à 
ausência da microbulbificação. A temperatura elevada também afectou a formação do bolbo, 
não se observando a microbulbificação. Este efeito tóxico da RBV pode inclusivamente conduzir, 
mais tarde, à morte da planta (Barboza et al., 2007). Apenas a cultivar 07817 apresenta um 
significativo desenvolvimento do bolbo quando submetido a temperaturas de 37 °C. Quando se 
compara o tratamento térmico T37 do ensaio 1 ao do ensaio 3 também se verifica que, para a 
cultivar 07123, o momento de aplicação da termoterapia influenciou o desenvolvimento do 
bolbo. A aplicação da termoterapia após a introdução do meristema no meio de cultura resultou 
num bom desenvolvimento do bolbo, ao contrário do sucedido no ensaio 1. 
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Tabela IX: Bolbos colhidos a partir das plantas regeneradas e secos à temperatura ambiente, apresentando vários 
níveis de desenvolvimento nos diferentes tratamentos: T25 - temperatura a 25 °C (Controlo); T25R – temperatura a 
25 °C e na presença da RBV; T37 - temperatura a 37 °C; T37R - temperatura a 37 °C e na presença de RBV. (1 - 
bolbo muito bem definido; 2 - bolbo bem definido; 3 - bolbo deformado; 4 - bolbo não formado). 
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T25 
1 1 1 
   
T25R 
4 3 3 
   
E
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S
A
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 1
 
T37 
4 2 4 
   
T37R 
4 4 3 
   
E
N
S
A
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 1
 
T45 
4 4 4 
    
T45R 
4 4 3 
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3.6 - Avaliação da taxa de multiplicação do ensaio 2 
 
O disco basal demonstrou ser um explante potente para a micropropagação de A. sativum. As 
principais fases de desenvolvimento de plantas (regeneração parte aérea, crescimento planta, 
regeneração raízes e microbulbificação) encontram-se representadas na Figura 19. As três 
cultivares estudadas neste trabalho tiveram, contudo, diferentes comportamentos no que diz 
respeito à taxa de multiplicação – nº de plantas regeneradas por explante. Pela observação da 
Tabela X é possível verificar que das cultivares que não foram submetidos a qualquer tipo de 
tratamento as 07817 e 07123 tiveram taxas de multiplicação muito boas, respectivamente de 
15,8 e 9,2. No entanto, a cultivar 08010 não obteve uma boa taxa de multiplicação (1,8) não só 
devido à incidência fúngica observada no meristema, mas também devido à recalcitrância 
apresentada no que diz respeito ao desenvolvimento de plantas provenientes de discos basais.  
Com a aplicação da termoterapia a 37 °C ou a 45 °C, a cultivar 08010 não sobreviveu 
provavelmente devido à contaminação fúngica. O disco basal desta cultivar verificava-se bastante 
infectado e com o tratamento térmico o ambiente tornou-se propício para o desenvolvimento 
fúngico. Já as cultivares 07123 e 07817 originaram plantas bem desenvolvidas, sem nenhum 
distúrbio fisiológico aparente apesar de que com a termoterapia a multiplicação aumentou para 
a cultivar 07123, ao contrário do observado na cultivar 07817, onde houve uma diminuição da 
taxa de multiplicação. No entanto, decorreu a um nível superior à verificada na cultura de 
meristemas.  
  Cultivares 
 Tratamentos 07123 07817 08010 
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N
S
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T37 
2 2 4 
   
T37R 
4 4 4 
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A cultura de discos basais revelou-se eficiente para a multiplicação das cultivares 07123 e 
07817, no entanto, a cultura de meristemas mostrou ser a mais indicada para a multiplicação 
da cultivar 08010. Devido à grande incidente fúngica desta última cultivar no disco basal, deverá 
optimizar-se o processo de desinfecção deste tipo de explantes. A cultura de discos basais é, 
efectivamente, indicada para genótipos onde outras abordagens não são tão eficazes ou 
conduzem a plantas de baixa qualidade. 
Quanto à microbulbificação das plantas das 3 cultivares, esta foi muito precoce tendo-se iniciado 
no próprio explante. Segundo Ayabe e Sumi (1998) este resultado poderá ter sido influenciado 
pela permanência dos bolbos a 4 °C durante 30 dias. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a 
b 
c 
d 
Figura 19 – Etapas na formação de plântulas pela cultura de discos basais: a) pedaços de discos basais introduzido 
em placas com meio MS; b) planta em estado inicial de desenvolvimento; c) aglomeração de plantas obtidas a partir 
dos discos basais; d) planta já retirada do disco basal e transferida para meio MS suplementado com sacarose (7%) 
para induzir a microbulbificação. 
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Tabela X: Taxa de multiplicação das diferentes cultivares em estudo como resposta à termoterapia associada à 
cultura de discos basais ou à cultura de meristemas durante 2 meses de desenvolvimento: T25 - temperatura a 25 
°C (Controlo); T37 - temperatura a 37 °C; T45 - temperatura a 45 °C. NS=Não sobreviveu. 
 
 
4 - Bioensaio 
 
Sendo os vírus pertencentes aos géneros Potyvirus e Carlavirus, geralmente restritos à família 
Alliaceae, e apesar das espécies desta família serem consideradas pouco eficientes como 
plantas indicadoras para a detecção dos vírus (Mituti, 2009), decidiu-se para este trabalho 
escolher A. porrum (Fig. 20 b) por já ter sido o modelo usado noutros estudos (Korkmaz e Cevik, 
2009). Já para a detecção do Tospovirus, a escolha incidiu sobre a L. sativa (Borges, 2006) (Fig. 
20 a).  
Após a inoculação mecânica do extracto vegetal, o desenvolvimento das plantas foi normal para 
os vários níveis testados – 1, 2 e 3 pontos de entrada - e não se observou sintomatologia 
associada a infecção viral. A. porrum quando infectado pelos vírus pertencentes ao género 
Potyvirus e Carlavirus deveria apresentar sintomas como o nanismo, deformações, manchas 
amarelas ou mosaico (Korkmaz e Cevik, 2009). Já L. sativa, após infecção viral da espécie 
TSWV, apresenta manchas necróticas e bronzeamento nas folhas, geralmente num dos lados da 
folha. A infecção sistémica é caracterizada por murchidão marginal, amarelecimento e 
bronzeamento de folhas internas e da nervura. Infecções logo no início do desenvolvimento da 
planta podem conduzir à morte (Borges, 2006).  
  Taxa de multiplicação 
Cultivar Tratamento  Cultura de discos basais 
Cultura de 
meristemas 
07123 
T25 9,2 0,95 
T37 13,6 1 
T45 13,2 1 
07817 
T25 15,8 0,95 
T37 8,4 0,91 
T45 14,4 0,95 
08010 
T25 1,8 0,75 
T37 NS 0,6 
T45 NS 0,95 
a 
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Figura 20 - Plantas indicadoras em cultura in 
vitro após inoculação mecânica: a - planta de 
L. sativa; b - planta de A. porrum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
As razões que poderão explicar a ausência de desenvolvimento de sintomatologia para as várias 
experiências realizadas no âmbito deste bioensaio são muitas e de natureza vária. Na verdade 
muito mais tempo teria sido necessário para optimizar todo o processo. De seguida enumerar-se-
ão algumas, seguidas de sugestões para tentar ultrapassar o problema identificado. 
 Insuficiente carga viral nos extractos – poder-se-ia talvez proceder a uma concentração 
do extracto por centrifugação ou mesmo liofilização, por exemplo. 
 Não entrada de partículas virais na folha – proceder a um maior esforço mecânico de 
inoculação, usando previamente um abrasivo foliar, por exemplo. 
 Não ocorrência da multiplicação viral – introduzir pré- ou a pós-tratamento específico 
para indução de multiplicação viral. 
 Espaço insuficiente para um normal desenvolvimento da planta – por vezes o 
confinamento restrito dificulta o normal desenvolvimento da planta e, portanto, da 
multiplicação viral e aparecimento de sintomatologia, para testar este efeito poder-se-ia 
usar frascos de cultura de maiores dimensões.  
 
 
 
b a 
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5 - Microscopia electrónica de transmissão 
 
5.1 - Avaliação citológica das células presentes em amostras recolhidas de material 
in vitro  
 
A cultura de meristemas por si só é uma boa técnica para obtenção de plantas isentas de vírus. 
Devido à utilização do meristema como explante, não só é permitida a produção de plantas livres 
de vírus, como já referido no ponto 3, mas também permite a manutenção da identidade do 
genótipo regenerado, em virtude das células meristemáticas possuírem a tendência de se 
manterem geneticamente estáveis, característica de interesse na produção de clones. A 
associação da termoterapia ou quimioterapia com o cultivo in vitro auxilia na redução do “pool” 
de viroses (Júnior, 2011), diminuindo ainda mais os efeitos nefastos sobre a produtividade da 
cultura.  
A indexagem de partículas virais para o ensaio 1 e 3 incidiu sobre amostras foliares de plantas 
regeneradas da cultivar 08010 obtidas em todos os tratamentos efectuados. Esta cultivar 
destacou-se logo pelo maior peso médio dos dentes de alho, e que, segundo Verbeek et al. 
(1995) é um bom indício para se conseguir uma mais eficiente eliminação de partículas virais. 
No entanto, pelo grande tamanho do meristema, o estabelecimento desta cultivar em cultura in 
vitro previa-se difícil pelas contaminações que poderiam surgir. Esta cultivar revelou uma baixa 
regeneração, contudo, com o tratamento térmico mais drástico (45 °C) ou com RBV, a eficiência 
de regeneração aumentou e quando o tratamento térmico foi aplicado sobre o meristema, esta 
cultivar apresentou uma maior resistência aos potenciais efeitos nefastos do tratamento que as 
restantes cultivares. O bom desenvolvimento vegetativo desta cultivar em cultura in vitro é um 
indício para que esta cultivar esteja isenta de partículas virais.  
Além da cultura de meristemas, também a cultura de discos basais é uma boa técnica para a 
obtenção de plantas livres de vírus. Para avaliar a eliminação de partículas virais através da 
cultura de discos basais, ensaio 2, utilizou-se a cultivar 07817. Esta cultivar apresentou a melhor 
taxa de multiplicação com este tipo de cultura de tecidos. 
 
 
 
49 
 
5.1.1 – Ensaio 1 
 
Sobre o microscópio electrónico de transmissão, as imagens revelaram que na ausência de 
qualquer tipo de tratamento (T25), os cloroplastos apresentavam uma maior concentração de 
grãos de amido (Fig. 21 A), tendo-se ainda observado invaginações da parede celular (Fig. 21 B) 
que originariam vesículas. Estes factos indicam uma possível contaminação viral por parte dos 
Potyvirus e Carlavirus.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ga 
A 
B 
Figura 21: Microscopia electrónica de secções ultra-finas do mesófilo de células de 
folhas de Allium sativum não sujeitas a qualquer tratamento (T25). A - 
Cloroplastos em célula infectada com concentração de grãos de amido. Ga: Grão 
de amido; B - Invaginação da parede celular.  
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Com a aplicação da RBV (T25R), mesmo a concentrações que se revelaram nefastas para o 
desenvolvimento da planta, verificou-se que os cloroplastos dispostos na célula normalmente 
(Fig. 22 B), apresentavam uma diminuição de grãos de amido presentes nos cloroplastos (Fig. 
22 A), apoiando a hipótese de que a acção da RBV possa ter contribuído para a diminuição do 
“pool” de viroses.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
B 
Figura 22: Microscopia electrónica de secções ultra-finas do mesófilo de células de folhas 
de A. sativum sujeitas apenas à quimioterapia (T25R). A - Cloroplasto em célula não 
infectada; B - Visão geral da disposição dos cloroplastos da célula não infectada.  
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Já com o tratamento térmico a 37 °C (T37), observou-se uma acumulação de gotas lipídicas no 
cloroplasto (Fig. 23 A), facto comprovativo de que a célula se encontrava infectada. Quando se 
associou a termoterapia a 37 °C com a RBV (T37R) observou-se uma concentração de grãos de 
amido no cloroplasto anormal (Fig. 23 B). Com isto, apesar de se verificar uma condensação 
lipídica fora do cloroplasto (Fig. 23 B), pode concluir-se que a acção da RBV foi inibida quando 
se associou a temperaturas de 37 °C, permanecendo a célula infectada pelas partículas virais. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
B 
Gt Lip 
Lip 
Ga 
Figura 23: Microscopia electrónica de secções ultra-finas do mesófilo de células 
de folhas A. sativum: A - Cloroplastos em célula infectada com concentração de 
gotas lipídicas (T37). Gt Lip: Gotas lipídicas; B - Cloroplastos em célula infectada 
com concentração de grãos de amido (T37R). Ga: Grão de amido; Lip: 
condensação de gota lipídica fora do cloroplasto. 
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No tratamento térmico mais drástico (45 ⁰C, T45), observaram-se inclusões cristalinas na 
amostra da folha (Fig. 24 A). Estas inclusões no citoplasma são características dos Potyvirus. No 
entanto, quando se associa a termoterapia a 45 ⁰C com RBV (T45R), foi notório a ausência 
dessas inclusões cristalinas no citoplasma (Fig. 24 B). Assim, pressupõem-se que, ao contrário 
da associação da temperatura a 37 ⁰C com RBV, esta associação permitiu a eliminação de vírus 
pertencentes ao género Potyvirus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CI 
CI 
A 
B 
Figura 24: Microscopia electrónica de secções ultra-finas do mesófilo de células de 
folhas de A. sativum: A - Visão geral do citoplasma com inclusões cristalinas (CI) 
(T45); B - Visão geral do citoplasma sem inclusões cristalinas (T45R). 
53 
 
5.1.2 - Ensaio 3 
 
Como verificado já anteriormente, na ausência de qualquer tipo de tratamento (T25), 
observaram-se indícios da presença de partículas virais pertencentes aos géneros Potyvirus e 
Carlavirus (Fig. 21 A e B). No entanto, com a aplicação da RBV (T25R), surge a hipótese de que 
este antiviral possa ter contribuído para a diminuição do “pool” de viroses. Quando a aplicação 
da termoterapia a 37 ⁰C é sobre o meristema (após a sua introdução no meio de cultura) 
também não se observaram indícios que comprovassem a presença de partículas virais 
pertencentes aos géneros Potyvirus e Carlavirus, mas observaram-se partículas virais 
pertencentes ao género Tospovirus, a espécie TSWV. Isto verificou-se tanto na ausência de RBV 
(Fig. 25 A) como na presença do antiviral (Fig. 25 B).  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TSWV A 
TSWV 
B 
Figura 25: Microscopia electrónica de secções ultra-finas do 
mesófilo de células de folhas de A. sativum: A - TSWV em amostras 
foliares submetidas a um tratamento térmico a 37 ºC; B - TSWV em 
amostras foliares submetidas a um tratamento térmico a 37 ºC 
associado à utilização de RBV. 
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5.1.3 - Ensaio 2 
 
A cultura de discos basais para a cultivar 07817, tal como a cultura de meristemas, não 
proporcionaram a observação de indícios que comprovassem a presença de vírus pertencentes 
aos géneros Carlavirus e Potyvirus. No entanto, tanto esta cultura de tecidos (Fig. 26 B) como a 
cultura de meristemas (Fig. 26 A) apresentaram partículas virais da espécie TSWV. Consideradas 
técnicas que permitiram um bom número de plantas regeneradas livres de vírus, não permitiram 
contudo a eliminação desta espécie de vírus, pelo menos para esta cultivar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26: Microscopia electrónica de secções ultra-finas do mesófilo de células 
de folhas de A. sativum: A - TSWV em amostras foliares provenientes da cultura 
de meristemas; B - TSWV em amostras foliares provenientes da cultura de discos 
basais. 
TSWV 
A 
TSWV 
B 
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No entanto, na associação da cultura de discos basais a temperaturas de 37 ou 45 ⁰C não se 
identificaram quaisquer partículas virais ou alterações citológicas. Na associação da cultura de 
disco basais com temperaturas de 37 ⁰C, os cloroplastos apresentaram-se normais (Fig. 27 A), 
assim como no tratamento a 45 ⁰C também se demonstraram (Fig. 27 C), para além de 
também apresentarem uma disposição considerada normal na célula (Fig. 27 B). Surge assim a 
hipótese de que a associação deste tipo de cultura de tecido associado à termoterapia poderá 
ser eficaz na eliminação das partículas virais presentes em A. sativum. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
B C 
Figura 27: Microscopia electrónica de secções ultra-finas do mesófilo de células de folhas de A. sativum: A - 
Cloroplastos normais sem concentração de grãos de amido ou gotas lipídicas resultantes de um tratamento térmico  
a 37 ⁰C associado à cultura de discos basais; B - Visão geral da disposição dos cloroplastos da célula não infectada 
lipídicas resultantes de um tratamento térmico a 45 ⁰C associado à cultura de discos basais; C - Cloroplastos 
normais sem concentração de grãos de amido ou gotas lipídicas resultantes de um tratamento térmico a 45 ⁰C 
associado à cultura de discos basais. 
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Considerações Finais e Perspectivas Futuras 
  
As infecções de plantas pelos vírus causam significativas perdas de produção para a cultura. A 
forma de propagação vegetativa da cultura proporciona a transmissão de várias espécies de 
vírus ao longo dos ciclos de cultivo. O alho, utilizado pela maioria dos produtores deste vegetal 
está infectado por alguma espécie de vírus, devido, principalmente, à ausência de um método 
eficiente para a eliminação de partículas virais. Essa limitação permite uma acumulação da 
concentração viral ao longo dos sucessivos ciclos de cultivo, causando uma redução de 
produtividade, em peso e qualidade dos bolbos. Uma forma para reverter essa situação é a 
regeneração de plantas pela cultura de meristemas ou pela cultura de discos basais. Estes dois 
tipos de cultura de tecidos têm permitido a obtenção de uma boa percentagem de plantas 
isentas de vírus. No entanto, para aumentar a eficiência na eliminação podem também utilizar-se 
tratamentos térmicos - termoterapia - e químicos - quimioterapia.  
O tipo de explante sobre o qual foi aplicado a termoterapia influencia a regeneração, sendo que 
quando aplicado directamente sobre meristemas de menores tamanhos (≤ 8 mm), implica 
distúrbios mais nefastos. Quanto ao antiviral, é necessário uma optimização da concentração 
utilizada para que a eliminação de partículas virais possa ser realizada com baixo nível de 
toxicidade para as plantas tanto ao nível foliar como ao nível do bolbo. A taxa de multiplicação 
quer na cultura de meristemas, quer na cultura de discos basais também se mostrou muito 
dependente do genótipo. Em particular, a cultura de discos basais, conhecida pela sua alta taxa 
de multiplicação, revelou ser uma técnica de multiplicação promissora, no entanto, para a 
multiplicação da cultivar 08010, a cultura de meristemas revelou ser a mais eficiente. Os 
tratamentos a aplicar para a eliminação de partículas virais dependem de um conhecimento 
profundo da biologia da cultivar, nomeadamente das características do explante obtido, carga de 
partículas virais e de outros patogenes, e susceptibilidade intrínseca à temperatura e ao antiviral 
usado.  
Para a indexação de partículas virais, o recurso a plantas indicadoras é um método bastante 
utilizado. Contudo, a transmissão dos vírus em A. sativum por extracto vegetal tamponado 
revelou ser um método de diagnose pouco eficiente, pois os vírus de A. sativum são geralmente 
restritos às aliáceas. Em bioensaios futuros, para além da optimização das condições de 
concentração do inóculo e aplicação, poder-se-iam também testar outras espécies indicadoras. 
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Algumas espécies adequadas para os principais vírus de A. sativum são: Chenopodium quinoa, 
Chenopodium amaranticolor, Nicotiana occidentalis e Celosa argentea var. plumosa. Já o 
método complementar para a indexagem de vírus, microscopia electrónica de transmissão com 
contraste positivo das amostras, revelou-se eficaz para a detecção de partículas virais como o 
TSWV muito devido à sua morfologia isométrica. No entanto, para a detecção de partículas virais 
filamentosas como as partículas pertencentes ao género Potyvirus e Carlavirus, o contraste 
negativo seria o ideal para a diferenciação dessas partículas filamentosas das partículas 
isométricas. Esta técnica também não possibilita a identificação do vírus ao nível da espécie, 
mas sim ao nível do género ou família. Para um diagnóstico mais concreto e que possibilitasse o 
diagnóstico por espécie, poderia recorrer-se a técnicas sorológicas em conjunto com a 
microscopia electrónica de transmissão, técnica de microscopia electrónica de imunoadsorção 
(ISEM). Testes sorológicos são empregues eficientemente para o diagnóstico de vírus de A. 
sativum e antissoros comerciais já se encontram disponíveis para determinadas espécies ou 
géneros de vírus de A. sativum, como é o caso das duas espécies de Carlavirus (GarCLV e SLV) e 
no caso do antissoro universal para Potyvirus e para as espécies, OYDV e LYSV.  
Com a realização deste trabalho obtiveram-se resultados que contribuem com informação 
relevante para o estabelecimento de protocolos de multiplicação in vitro de A. sativum com 
regeneração de plantas isentas de infecções virais. Em particular sublinhou o papel do genótipo 
e do tamanho do explante para o estabelecimento de culturas in vitro de elevado rendimento em 
plantas, que uma eficiente eliminação das partículas virais se encontra muito ligada ao peso do 
dente de alho dador do explante, que os tratamentos térmicos e com antivirais poderão ser 
bastante eficientes na redução/eliminação da carga viral, mas que a sua eficácia está muito 
dependente do tipo de cultura em questão e da das características do genótipo/explante, 
nomeadamente na sua resistência intrínseca a esses factores. Globalmente estes resultados são 
muito promissores pois abre perspectivas para a elaboração de protocolos de isenção de vírus 
dos acessos do BPGV com uma base mais racional.  
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Anexo 
 
 
Nomes botânicos 
Outros nomes 
utilizados na literatura 
Área de cultivo 
A. altaicum Pall. A. microbulbum Prokh. Sul da Sibéria 
A. ampeloprasum L.  
 Grupo do Alho-porro A. porrum L., A. 
ampeloprasum var. porrum 
(L.) J. Gay 
Maioria na Europa, 
América do Norte 
 Grupo do Alho-porro do 
Egipto 
A. kurrat Schweinf. ex 
Krause 
Egipto e áreas 
adjacentes 
 Grupo Alho-Elefante A. ampeloprasum var. 
holmense (Mill.) Aschers. 
et Graebn 
Mediterrâneo 
Oriental e Califórnia 
 Grupo Cebola-Pérola A. ampeloprasum var. 
sectivum Lued 
Atlântico e Europa 
temperada 
 Grupo Terée  Cuba e Irão 
A. canadense L.  Cuba 
A. cepa L. 
 Grupo da cebola comum A. cepa ssp. cepa/var. 
cepa, A. cepa ssp. 
australe Kazakova 
Mundo 
 Grupo da cebola sempre-
pronta 
A. cepa var. perutile 
Stearn 
Grã-Bretanha 
 Grupo Aggregatum A. ascalonicum auct. 
hort., A. cepa var. 
aggregatum G. Don, var. 
ascalonicum Backer, ssp. 
orientalis Kazakova 
Quase por todo o 
mundo 
A. consenguineum Kunth  Nordeste da Índia 
A. x cornutum Clem. Ex Vis.* A. cepa var. viviparum 
auct.* 
Sul da Ásia, Europa, 
Canadá e Antilhas 
Tabela I: Espécies de Allium cultivadas e as suas áreas de cultivo (adaptado de Fritsch e Friesen, 2002). 
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A. chinense G. Don A. bakeri Regel China, Coreia, 
Japão, Sudeste da 
Ásia 
A. fistulosum L.  Este da Ásia, Europa 
temperada e 
América 
A. hookeri Thw.  Buthan, Yunnan, 
Noroeste da 
Tailândia 
A. kunthii G. Don A. longifolium (Kunth) 
Humb. 
México 
A. macrostemon Bunge A. uratense Franch., A. 
grayu Regel 
China, Coreia e 
Japão 
A. neapolitanum Cyr. A. cowanii Lindl. México Central 
A. nutans L.  Oeste e Sul da 
Sibéria, Rússia e 
Ucânia 
A. obliquum L.  Oeste da Sibéria e 
Este da Europa  
A. Oschaninii O. Fedtsch  França e Itália 
A.  x proliferum (Moench) Schrader 
 Grupo Este da Ásia A. aobanum Araki, A. 
wakegi Araki 
China, Japão e 
Sudesta da Ásia 
 Grupo Eurásia A. cepa var. viviparum 
(Metzg.) Alef., A. cepa var. 
proliferum (Moench) Alef. 
América do Norte, 
Europa e Noedeste 
da Ásia 
A. pskemense B. Fedtsch.  Uzebaquistao, 
Quirguistão e 
Cazaquistão 
A. ramosum L. A. odorum L., A. 
tuberosum Rottl. ex 
Sprengel 
Todo o Mundo 
A. rotundum L. A. scorodoprasum ssp. 
rotundum (L.) Stearn 
Turquia 
A. sativum L. 
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 Grupo do Alho comum A. sativum var. sativum, 
A. sativum var. typicum 
Regel  
Em todo o mundo 
 Grupo Longicuspis A. longicuspis Regel Ásia do Sul, Este e 
Central 
 Grupo Ophiocorodon A. sativum var. 
ophiocorodon (Link) Döll 
Em todo o mundo 
A. schoenoprasum L. A. sibiricum L. Nas áreas 
temperadas de todo 
o mundo 
A. ursinum L.   Europa do Norte e 
Central 
A. victorialis L. A. microdictyon Prokh., A. 
ochotense Prokh. 
Europa 
A. wallichii Kunth A. platyphyllum Diels, A. 
lancifolium Stearn 
Este do Tibete 
 
